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RESUMO   
 
O normal funcionamento das Estações de Tratamento de Águas Residuais origina, 
como subproduto, grandes quantidades de resíduos, as lamas. As lamas de ETAR têm 
levantado várias questões no que concerne ao seu impacto quer a nível ambiental, quer a 
nível de saúde pública, pois com o desenvolvimento da população, urbanização e 
industrialização, estas sofreram um gradual aumento, tornando-se essencial a sua correta 
gestão. 
No passado era prática comum a deposição no mar de lamas de ETAR, sendo esta 
prática abolida, a partir de 1998, pela Diretiva 91/271/CEE. Assim foi necessário encontrar 
outras alternativas, sendo as mais conhecidas e praticadas: a deposição em aterros 
sanitários, a valorização agrícola, a valorização energética e a aplicação na construção 
civil. Como atravessamos uma era em que o desenvolvimento sustentável é um conceito 
primordial, um dos destinos finais que tem conquistado um lugar cimeiro é a valorização 
agrícola das lamas. Em Portugal é considerado um destino final de eleição, pois os solos 
agrícolas manifestam características ácidas e são maioritariamente pobres em matéria 
orgânica. No entanto, é importante garantir que as lamas de ETAR estejam em 
conformidade, com um conjunto de requisitos de qualidade, aquando a sua aplicação nos 
solos agrícolas, sendo posteriormente designadas por biossólidos. 
Este estudo teve como objetivo a deteção e caraterização de bactérias resistentes 
aos antibióticos, neste caso particular, Enterobacteriaceae produtoras de β-lactamases de 
espectro alargado, em lamas de ETAR. Foram estudadas nove ETARs da zona Norte de 
Portugal, em seis destas foram detetados isolados de Enterobacteriaceae produtores de 
β-lactamases de espectro alargado. Não foi obtido crescimento nas lamas de ETAR 
estabilizadas com cal, de acordo com o esperado. Foi ainda possível detetar presença de 
isolados que apresentaram redução da suscetibilidade aos carbapenemos.  
 
 
Palavras-chave: ETAR, lamas de ETAR, biossólidos, Enterobacteriaceae, ESBL.  
 V 
 
ABSTRACT   
 
The normal operation of the Wastewater Treatment Plants originates, as a 
byproduct, large quantities of waste, the sewage sludge. These sewage sludge have raised 
several questions regarding their impact both on environmental level, as well as in terms of 
public health, as, with the development of population, urbanization and industrialization, 
they have suffered a gradual increase, making their proper management essential.  
In the past it was a common practice the deposition of sewage sludge in the sea, 
however, this practice has been abolished since 1998 by Directive 91/271 / EEC. Therefore 
it was necessary to find other alternatives, being the most known and practiced: the 
deposition in landfills, agricultural recovery, energy recovery and the application in 
construction. As we are crossing an era in which sustainable development is a key concept, 
one of the final applications that has achieved an increased relevance is the agricultural 
recovery of sewage sludge. In Portugal it is considered an application of choice because 
agricultural soils exhibit acidic characteristics and are mostly poor in organic matter. 
However, it is important to ensure that sewage sludge comply with a set of quality 
requirements when applied in agricultural land, subsequently referred to as biosolids. 
The aim of this study was detection and characterization of antibiotic resistant 
bacteria, in this particular case, extended-spectrum β-lactamase-producing 
Enterobacteriaceae, in sewage sludge. Nine WWTPs from Northern of Portugal were 
studied, in six of them we were able to find isolates of extended-spectrum β-lactamase-
producing Enterobacteriaceae. As expected stabilized sewage sludge showed no growth. 
It was also possible to detect the presence of isolates with reduced susceptibility to 
carbapenems. 
 
 
 
Keywords: WWTP, sewage sludge, biosolids, Enterobacteriaceae, ESBL.
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1. Águas residuais 
O impacto da intervenção humana sobre a natureza está a tornar-se, cada vez mais, 
evidente ao longo dos anos. Conceitos como desenvolvimento sustentável e preservação 
ambiental tornaram-se impreterivelmente frequentes no nosso quotidiano, sendo uma 
exigência incontornável a sua integração nas estratégias políticas 1.  
Com o constante avanço tecnológico e industrial, implementado pelo progresso 
científico, o esgotamento dos recursos naturais é uma realidade cada vez mais iminente. 
Os recursos hídricos, não são exceção, sendo a escassez de água um dos principais 
problemas de muitas sociedades e do mundo do século XXI 1–4.  
A água constitui um recurso essencial à vida e a todas atividades humanas, 
desempenhando um papel vital no ecossistema global 2. O rápido aumento populacional, 
a intensificação da agricultura, a industrialização e a urbanização são os principais fatores 
que contribuíram para o aumento do consumo de água 1,3,5.  
Aproximadamente um quinto da população mundial vive em áreas de escassez física 
e 500 milhões de pessoas brevemente chegarão a esta situação. Um quarto da população 
mundial enfrenta escassez económica de água 4. 
Além desta utilização excessiva levar ao agravamento do desequilíbrio entre procura e 
oferta, a água também tem sofrido, gradualmente, uma acentuada perda de qualidade 6. 
As Nações Unidas estimam que, todos os dias, cerca de 3600 crianças perdem as suas 
vidas devido a água contaminada e falta de saneamento 1.  
Uma vez que a população mundial está a aumentar a utilização dos recursos hídricos, 
consequentemente há uma maior produção de águas residuais que geridas incorretamente 
são uma fonte de contaminação – principalmente por microrganismos patogénicos –, 
representando um perigo para a saúde e para o meio ambiente 7.  
As águas residuais, em função da sua origem, podem ser classificadas em águas 
residuais domésticas, águas residuais industriais e águas residuais urbanas 8. 
Segundo o Decreto-Lei 152/1997, de 19 de Junho: 
 Águas residuais domésticas: águas provenientes de instalações residenciais e 
serviços, resultantes de atividades domésticas e metabolismo humano. Dentro 
deste tipo pode ainda considerar-se as águas residuais turísticas – com 
características sazonais – e as águas residuais pluviais – provenientes da 
precipitação atmosférica 8. 
 Águas residuais industriais: águas provenientes de qualquer atividade industrial 
8. 
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 Águas residuais urbanas: mistura das águas residuais domésticas com águas 
residuais industriais 8. 
As águas residuais necessitam de ser previamente tratadas nas estações adequadas 
– Estação de Tratamento de Águas Residuais (ETAR) – e só depois devem retornar aos 
corpos de água. Desta forma é garantida/mantida a qualidade dos corpos recetores e a 
qualidade de vida aí existente 9.  
Na maioria dos países europeus, pelo menos, 60% da população está conectada a um 
sistema de recolha de águas residuais. A Roménia e o Chipre são as exceções, já que 
apenas 40 e 30%, respetivamente, estão ligados a sistemas de recolha de águas residuais 
10.  
O normal funcionamento destas infraestruturas origina, como subproduto, grandes 
quantidades de resíduos, as lamas. As lamas devem ser adequadamente tratadas 
atendendo às suas características físicas, químicas e biológicas 10.  
1.1. Caracterização das águas residuais 
A quantidade e a qualidade das águas residuais são influenciadas por vários fatores, 
nomeadamente comportamento, padrão e estilo de vida dos habitantes, bem como, o tipo 
de serviços e tipo de atividade da indústria 11.  
1.1.1. Águas residuais domésticas 
As águas residuais domésticas são uma mistura complexa constituída 
maioritariamente por água (aproximadamente 99,9%) em conjunto com componentes 
orgânicos e inorgânicos (0,1%) (Tabela 1) 12.  
Tabela 1 - Constituição típica de uma água residual doméstica (adaptado) 11 
Principais constituintes das águas residuais domésticas Consequências 
Microrganismos 
Bactérias patogénicas, vírus e 
parasitas 
Risco de contrair uma infeção 
Resíduos orgânicos 
biodegradáveis 
Proteínas e carbohidratos 
 
Depleção do oxigénio nos rios e 
lagos resultando na morte dos 
peixes, odores 
Outros resíduos orgânicos 
Detergentes, pesticidas, gorduras, 
óleo e espumas, corantes, 
solventes, fenóis e cianeto 
Efeito tóxico, condições 
antiestéticas, bioacumulação na 
cadeia alimentar 
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Nutrientes Azoto e fósforo 
Eutrofização, depleção do 
oxigénio, efeito tóxico 
Metais 
Mercúrio, chumbo, cádmio, 
crómio, cobre e níquel 
Efeito tóxico, bioacumulação 
Outros resíduos inorgânicos Ácidos e bases Corrosão, efeito tóxico 
 
1.1.1.1. Caracterização biológica das águas residuais domésticas 
Vários microrganismos e vírus são comumente encontrados nas águas 
residuais domésticas, bem como, nos efluentes das Estações de Tratamento de Águas 
Residuais (ETARs) 13. A natureza e as concentrações vão depender da dimensão e da 
saúde da população servida 14. Sendo os principais:  
 Bactérias – A água residual doméstica contém muitos milhões de 
bactérias, sendo a maioria bactérias entéricas 15. Os principais grupos de bactérias 
encontrados nas águas residuais domésticas são: 
o Bactérias Gram-negativas anaeróbias facultativas: por exemplo, 
Aeromonas, Plesiomonas, Vibrio, Enterobacter, Escherichia, 
Klebsiella, e Shigella 13. 
o Bactérias Gram-negativas aeróbias: por exemplo, 
Pseudomonas, Alcaligenes, Flavobacterium, Acinetobacter.  
o Bactérias Gram-positivas formadoras de esporos: por exemplo, 
Bacillus spp 13. 
o Bactérias Gram-positivas não formadoras de esporos: por 
exemplo, Arthrobacter, Corynebacterium, Rhodococcus 13. 
 Vírus – não têm capacidade para se multiplicarem fora do hospedeiro e, 
geralmente, estão em menores concentrações relativamente às bactérias 13; 
 Protozoários – presentes sob forma de cistos ou oocistos que são muito 
resistentes ao stress ambiental e desinfeção. Além disso, não possuem capacidade para 
se multiplicarem fora do hospedeiro 13. 
1.1.2. Águas residuais industriais 
A composição das águas residuais industriais varia de acordo com o tipo de 
indústria e de materiais processados. Por norma, os efluentes industriais apresentam 
diversos tipos de poluentes orgânicos e inorgânicos 12.  
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A estas águas também podem ser associadas altas concentrações de metais 
pesados, que quando retornam aos corpos recetores sem tratamento prévio acarretam um 
grave risco para a saúde e para o meio ambiente devido à sua toxicidade. Os metais 
usualmente encontrados nestas águas são cádmio, níquel, chumbo, crómio e mercúrio 16.  
O tratamento das águas residuais industriais, ricas em metais pesados, apresenta 
um custo mais elevado, pois os metais pesados não são biodegradáveis 16. Além disso, 
interferem no tratamento biológico devido à sua capacidade inibidora e tóxica que exerce 
sobre a comunidade microbiana 17.  
1.2. Estação de Tratamento de Águas Residuais (ETAR) 
As águas residuais contêm substâncias contaminantes, desta forma, necessitam de 
tratamento adequado antes de serem devolvidas ao meio ambiente. Este tratamento é 
efetuado numa infraestrutura designada de ETAR 18.  
Historicamente, a problemática da recolha das águas residuais e do seu 
direcionamento teve início quando foram constituídas as primeiras comunidades. Em 3750 
a.C. foram construídas galerias de esgoto em Nippur (Índia). Em 3100 a.C. há indícios 
históricos da utilização de manilhas cerâmicas 19.  
No Mohenjo-Daro, perto do rio Indo (Paquistão), também, foi construído um dos mais 
antigos sistemas de gestão de águas residuais, em cerca de 1500 a.C.. Alguns séculos 
mais tarde o rio mudou o seu curso, e a cidade foi abandonada e coberta por areia nas 
décadas seguintes 20.  
Na Roma imperial eram efetuadas ligações diretas das casas até aos canais, mas 
poucas casas apresentavam estas ligações 19. 
Durante a Idade Média não há registo de grandes avanços relativamente à descarga 
de águas residuais. Esta crescente despreocupação, aliada a um desconhecimento prático 
da Microbiologia, teve como consequência o surgimento de inúmeras epidemias que 
assolaram a Europa e que se mantiveram até ao século XIX 20.  
Somente em 1815 surgiram as primeiras redes coletoras em Londres, seguindo-se 
Hamburgo (1842) e Paris (1880). Os tratamentos de esgotos, praticamente inexistentes, 
limitavam-se à sua descarga nos corpos recetores, que por sua vez, se tornavam cada vez 
mais poluídos. A Inglaterra foi um dos países severamente afetado (1831 e 1848, 
registaram-se 50 mil e 25 mil vitimas fatais, devido a episódios graves de epidemias de 
cólera, respetivamente) devido à poluição, sendo pioneiro na resolução desta 
problemática, promulgando as primeiras leis de saneamento e saúde pública. Londres foi, 
igualmente, local de um marco importante na evolução do saneamento, pois John Snow 
provou cientificamente a relação entre a cólera e a qualidade deficitária das águas 19,21. 
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Em 1860 surgiu o dispositivo de Mouras que tinha como finalidade tratar as lamas de 
depuração por um processo anaeróbio, e em 1865 realizaram-se as primeiras experiências 
sobre degradação microbiológica das lamas. Os fundamentos biológicos que acabariam 
por dar origem ao processo de tratamento de esgotos, através de lamas ativadas, 
começaram a ser investigados, em 1882, na Inglaterra, tendo culminado com o 
desenvolvimento do processo das lamas ativadas em 1914, por Edward Arden e William 
Lockett 19,21.   
Com o grande aumento das cidades, ocorrido a partir do século XIX e início do século 
XX, outros países seguiram o exemplo inglês, relativamente à problemática das águas 
residuais, criando as primeiras estações de tratamento. Disso são exemplo, os Estados 
Unidos da América onde foi construída, em 1887, a Estação Experimental Lawrence, em 
Massachusetts 19. 
Pode-se afirmar, que a partir daí, os países desenvolvidos, em especial a Inglaterra e 
a maioria dos outros países europeus, bem como, o Japão, os Estados Unidos da América, 
o Canadá e a extinta União Soviética, todos começaram a tratar os esgotos das suas 
cidades 19.  
A evolução da qualidade do serviço de saneamento, relacionada com os níveis de 
tratamento e população abrangida, revelam uma melhoria notória nos dados apresentados 
para os países do Sul da Europa. Em Portugal, já a partir de 1990 (Figura 1) 22. 
 
Figura 1 - Evolução no tratamento de águas residuais nos países do Sul Europeu (adaptado) 22 
O tratamento das águas residuais apresenta duas fases distintas: uma corresponde ao 
tratamento da fase líquida e a outra corresponde ao tratamento da fase sólida 18,23. 
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O tratamento da fase líquida tem como objetivo tratar a água residual, de forma, a 
cumprir as condições exigidas na licença de descarga para posterior rejeição no meio 
recetor. Por outro lado, o tratamento da fase sólida tem como objetivo dar o tratamento 
adequado aos sólidos removidos da água residual, na fase líquida. Complementarmente 
pode ser necessário o adequado tratamento dos odores resultantes da degradação da 
matéria orgânica existente nas águas residuais, e que é removida ao longo do processo e 
tratamento das ETARs 18.  
1.2.1. Fase Líquida 
Na fase líquida existem, de um modo geral, quatro fases de tratamento de águas 
residuais, designadas por tratamento preliminar, tratamento primário, tratamento 
secundário, tratamento terciário ou de afinação 23.  
A configuração de uma ETAR, ou seja, a escolha de um sistema de tratamento 
depende de vários fatores, nomeadamente as características qualitativas e quantitativas 
das águas residuais, a localização do sistema, bem como, os valores limite de emissão dos 
efluentes da ETAR que se pretendem, em função da qualidade da água do meio recetor 
onde será realizada a descarga da água residual tratada 18. 
1.2.1.1. Fase Preliminar 
Na fase preliminar é realizado um conjunto de operações físicas que permitem 
remover da água residual, por exemplo, areias, gorduras e materiais grosseiros. 
Fundamentalmente, esta etapa tem como objetivo proteger os órgãos e os processos de 
tratamento seguintes, bem como, evitar obstruções dos circuitos hidráulicos e 
contaminações das águas e lamas, de modo, a obter uma maior eficiência 18.  
As principais ações nesta fase são: 
a) Gradagem – sistema de grelhas, colocado num ou mais canais por onde 
circula a água residual, que retém os sólidos de maiores dimensões (ex. paus, folhas, 
papéis, latas, etc.). Estes sólidos grosseiros são armazenados e, posteriormente, 
encaminhados para um destino final adequado 18.   
b) Tamisação – tem a mesma função que a gradagem, porém apresenta uma 
maior eficiência de remoção, pois possui uma malha mais fina que permite reter os sólidos 
de menores dimensões, desta forma, deve ser utilizado como complemento da gradagem 
18. 
c) Desarenação – pode ser realizada de diversas formas e tem como objetivo 
retirar as areias do efluente. A título de exemplo, pode consistir num tanque onde o efluente 
passa a uma velocidade reduzida, permitindo que as areias assentem por gravidade, sendo 
removidas e encaminhadas para um classificador de areias. As operações de desarenação 
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e remoção de gorduras e óleos podem ser efetuadas no mesmo órgão de tratamento 
(desarenadores/ desengorduradores) 18.  
d) Remoção de gorduras e óleos – tem como objetivo retirar as gorduras e 
óleos presentes, podendo recorrer à injeção de um fluxo de ar ascendente no interior do 
efluente, levando à acumulação de gorduras na superfície. Depois da sua remoção, são 
direcionadas para um concentrador de gorduras e, posteriormente, encaminhadas para um 
destino final adequado 18.    
 
1.2.1.2. Fase Primária 
A fase primária pode ser constituída por processos físicos e químicos e tem 
como objetivo remover os sólidos que sedimentam facilmente, originando, assim, as lamas 
primárias. Com este tratamento pretende-se que o total de partículas sólidas em suspensão 
das águas recebidas seja reduzido, no mínimo, em 50% e a carência bioquímica de 
oxigénio (CBO5) das águas residuais seja reduzida, no mínimo, em 20% 9,18. 
A CBO representa o oxigénio consumido pelos microrganismos na oxidação da 
matéria orgânica presente numa água, em condições aeróbias. O método clássico consiste 
na medição do consumo de oxigénio, na total ausência de luz, à temperatura de 20C, 
durante um determinado período de tempo (geralmente 5 dias – CBO5). Quanto maior o 
CBO5, maior a quantidade de matéria orgânica presente 9. 
O tratamento primário é realizado essencialmente através de 
sedimentação/decantação ou flotação: 
a) Sedimentação/ Decantação – tem como finalidade remover os 
sólidos em suspensão, por ação da gravidade (decantação). A água permanece um 
período de tempo, num decantador, para permitir que as partículas suspensas sedimentem 
no fundo, sendo igualmente retiradas as escumas que se acumulam na superfície dos 
decantadores. Alternativamente, de forma a reduzir a área de ocupação dos decantadores, 
poderão ser utilizados sistemas de decantação lamelar e decantação assistida. Estes 
sistemas servem-se da coagulação e floculação, com a adição de reagentes químicos, 
aumentando assim a sua eficiência. No final desta operação, a água clarificada passa para 
o tratamento secundário, enquanto as lamas primárias são recolhidas para posterior 
tratamento na fase sólida e as escumas direcionadas para o concentrador de gorduras do 
tratamento preliminar 18.   
b) Flotação – operação cujo objetivo é remover os sólidos de dimensões 
muito reduzidas em que não é viável a sua separação por ação da gravidade. Consiste na 
injeção de um fluxo de ar ascendente no seio do tanque, sendo arrastados os sólidos para 
a superfície, juntamente com as bolhas de ar, onde são recolhidos e direcionados para o 
tratamento na fase sólida 18. 
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1.2.1.3. Fase Secundária 
A fase secundária é constituída, genericamente, por processos biológicos 9 e 
visa remover a matéria orgânica biodegradável presente no efluente, sob a forma coloidal, 
dissolvida ou suspensa, que não foi retirada na fase primária 18. 
 Esta fase pode ser dimensionada para remover nutrientes como o azoto e o 
fósforo. A água residual é colocada em contacto com um meio “rico” em microrganismos 
que metabolizam a matéria orgânica, removendo-a da fase líquida e incorporando-a na sua 
biomassa. Os processos biológicos podem ser aeróbios ou anaeróbios. Existe uma grande 
diversidade de sistemas para esta fase, podendo ser de biomassa suspensa, fixa, híbridos 
ou sistemas combinados 18. 
Relativamente aos sistemas de tratamento biológico por biomassa 
suspensa, os microrganismos responsáveis pela metabolização da matéria orgânica 
encontram-se, como o próprio nome indica, em suspensão na água residual 18. Estes 
podem ser: 
a) Lamas ativadas – processo biológico mais utilizado no tratamento de 
águas residuais e tem como objetivo transformar matéria solúvel em matéria decantável. 
O efluente, procedente da fase primária, é conduzido para um reator artificialmente arejado, 
onde é disponibilizado o oxigénio necessário para que os microrganismos metabolizem a 
matéria orgânica 13,18. Posteriormente, estes microrganismos são retirados através de um 
decantador secundário, onde ocorre a separação do efluente tratado (fase líquida) e das 
lamas secundárias (fase sólida) 18.  
As lamas ativadas são constituídas por vírus e por diversos 
microrganismos, nomeadamente bactérias (quantitativamente representam 95% dos 
microrganismos totais), protozoários, fungos e metazoários, que têm sido, recentemente, 
utilizados para avaliação das condições operacionais das instalações das ETAR 24,25. Os 
protozoários ciliados são muito abundantes em todos os processos de tratamento aeróbios, 
alimentando-se de bactérias que entram continuamente no sistema, tendo sido observado 
que estes melhoram a qualidade do efluente 24. A presença de bactérias filamentosas em 
demasia é um dos principais problemas que afeta os sistemas de lamas ativadas, devido 
ao bulking filamentoso. O fenómeno de bulking devido a microrganismos filamentosos 
representa uma dificuldade no processo de sedimentação dos flocos, pois devido aos 
filamentos, os flocos formados são retidos, e é formada uma espécie de lama superficial 
podendo ocorrer a saída de lamas pelo efluente final, diminuído a qualidade deste 25,26. 
A concentração ideal de microrganismos é garantida pela recirculação 
das lamas recolhidas no fundo do decantador secundário 18.  
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b) Lagoas – no tratamento por lagunagem ocorrem processos 
semelhantes aos que ocorreriam em meio natural. O efluente é encaminhado por ação da 
gravidade e em contínuo para lagos com profundidades e dimensões distintas, onde se 
realizam processos de degradação com recurso a microrganismos e microalgas. Existem 
lagoas anaeróbias (pré-tratamento de efluentes com elevada carga orgânica), lagoas 
facultativas (efluentes com carga orgânica intermédia e para afinação de efluentes de 
outras lagoas), e lagoas de maturação (remoção de microrganismos patogénicos através 
de condições ambientais adversas como por exemplo radiação ultravioleta, pH elevado). 
Também, poderão existir lagoas arejadas onde é fornecido oxigénio através de arejadores 
mecânicos, de forma, a aumentar a eficiência do tratamento 18.     
 Por outro lado, no que diz respeito ao sistema de biomassa fixa, os 
microrganismos crescem num substrato inerte fixo. O substrato pode ser de areia, pedra 
ou plástico, produzindo um biofilme por onde passa a água residual, permitindo aos 
microrganismos degradarem a matéria orgânica existente 18. 
 Os sistemas mais utilizados são:     
a) Leitos percoladores – estes sistemas são constituídos por tanques 
circulares que possuem um material de enchimento (pedras ou material sintético 
granulado) que serve de suporte à biomassa. O efluente é injetado pela parte superior do 
leito e à medida que atravessa o enchimento, os microrganismos captam os nutrientes e 
decompõem a matéria orgânica. Para garantir o crescimento dos microrganismos e as 
necessidades de oxigénio é promovida a circulação do ar. Gradualmente a espessura da 
camada do biofilme vai aumentando e as camadas inferiores entram em anaerobiose, 
permitindo a desnitrificação do efluente. O efluente tratado que sai do leito percolador é, 
então, direcionado para um decantador secundário, que assegura a separação dos 
fragmentos de biofilme que se libertaram da superfície das partículas de enchimento 18.  
b) Biofiltros – este sistema é composto por tanques com enchimento de 
pequenas esferas (meio filtrante) mantidas em contacto com o efluente e arejadas com ar. 
A água residual a ser tratada circula por gravidade e o ar atravessa o meio filtrante com 
um movimento ascendente. Desta forma, graças à flora bacteriana existente no material 
filtrante é possível a eliminação de carbono solúvel e a filtração de sólidos em suspensão, 
bem como, a retenção simultânea de fósforo 18.  
c) Discos biológicos – este sistema consiste num conjunto de discos 
circulares dispostos paralelamente e unidos por um eixo horizontal. Como os discos 
possuem uma superfície rugosa, os microrganismos aderem constituindo um biofilme. 
Estes giram em torno do eixo e mergulham parcialmente num canal com o efluente a ser 
tratado, o que assegura que os microrganismos estão alternadamente em contacto com a 
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matéria orgânica e com o ar. De um modo geral, estas unidades são cobertas para evitar 
a incidência de radiação solar e o desenvolvimento de algas, bem como, perdas de calor 
18. 
 Nos sistemas híbridos, a biomassa encontra-se fixa a um meio de 
enchimento que se mantém em suspensão na água residual por intermédio de agitadores 
ou arejadores. Também se encontram disponíveis sistemas de tratamento em que a linha 
de tratamento dispõe de sistemas de biomassa fixa e sistemas de biomassa suspensa de 
forma sequencial 18. 
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1.2.1.4. Fase Terciária 
A fase terciária ou de afinação visa complementar as etapas anteriores de 
tratamento, quer pela exigência de qualidade do meio recetor quer pelos usos previstos 
para o mesmo. Assim, nesta etapa poderá ocorrer a remoção de determinados poluentes 
que permaneceram na água após terem passado pelos tratamentos anteriores, como 
partículas dificilmente decantáveis, microrganismos patogénicos, nutrientes (azoto e/ou 
fósforo), ou outros compostos (herbicidas e/ou pesticidas) 18. 
Para a destruição/inativação parcial dos microrganismos patogénicos recorre-
se ao processo de desinfeção, que poderá realizar-se pela adição de agentes químicos 
(ozono, cloro) e físicos (radiação ultravioleta) 27. O cloro é um dos desinfetantes mais 
utilizados devido à sua capacidade de desinfeção, fácil manuseamento e baixo custo. Além 
disso, a presença de cloro residual pode inativar eficazmente as bactérias patogénicas 
durante um longo período de tempo. No entanto, o cloro livre pode reagir com os 
precursores de subprodutos da desinfeção (por exemplo, matéria orgânica natural) e 
originar subprodutos de desinfeção, tais como, trihalometanos, ácidos haloacéticos, 
haloacetonas e haloacetonitrilos. O trihalometanos estão associados à indução de danos 
no ADN e cancro 28. 
 Anteriormente à desinfeção é, usualmente, necessário recorrer ao processo 
de filtração que elimina as partículas em suspensão não removidas nos tratamentos 
anteriores e que influenciam a eficiência da desinfeção 18.     
Quanto à remoção de azoto e fósforo, esta pode ser obtida por via biológica 
que, por norma, é associada ao tratamento secundário, ou por via química, que no caso do 
azoto é realizada por air stripping (método físico-químico que se baseia na transferência 
do azoto da água residual para o gás de arraste, por norma, o ar atmosférico. Os efeitos 
de arraste e a difusão molecular promovem a passagem do azoto para o meio atmosférico) 
29, e no caso do fósforo é, geralmente, realizada por precipitação 18. 
Relativamente à remoção de poluentes específicos, estes podem ser 
removidos por intermédio de operações físicas e/ou químicas, designadamente floculação 
e decantação, coagulação, adsorção sobre carvão ativado, osmose inversa e troca iónica 
18.     
1.2.2. Fase Sólida 
Na fase sólida é realizado o tratamento das lamas geradas na ETAR, ou seja, o 
tratamento das lamas primárias e secundárias 18.  
Nas estações de tratamento convencionais, as lamas têm origem na operação de 
decantação primária e nos processos secundário e terciário. As etapas de tratamento, das 
lamas de ETAR, serão abordadas posteriormente no Subcapítulo 2.2. 
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2. Lamas de ETAR 
Segundo o Decreto-Lei 276/2009, de 2 de Outubro, lamas de depuração são as lamas 
provenientes do tratamento das águas residuais domésticas, industriais ou urbanas 30. 
Na União Europeia (UE) estima-se que a produção, per capita, de lamas de depuração 
seja de 90 gramas/dia. Isto é, a produção anual de lamas de depuração é superior a 10 
milhões de toneladas/ano 31–33. Em 2020, estima-se que a produção aumente para os 13 
milhões de toneladas anuais 34.  
Na Figura 2 apresentam-se as lamas produzidas nos diversos Estados-Membros nos 
anos de 1992, 1995 e 1998 e as projeções para os anos de 2000 e 2005, segundo a 
Agência Europeia do Ambiente 35.   
 
 
Figura 2 - Quantidades totais de lamas produzidas em diversos Estados-Membros, incluindo projeções para o ano 
2000 e 2005 (expressas em matéria seca) (adaptado) 35 
Através da Figura 2 é percetível o aumento significativo das quantidades de lamas 
produzidas em todos os Estados-Membros durante a década de 90, resultante da 
transposição para direito interno da Diretiva 91/271/CEE que define melhores níveis de 
atendimento e maiores exigências ao nível de tratamento 35.  
Atualmente, é extremamente complicado obter conhecimento concreto acerca da 
quantidade de lamas que são produzidas em Portugal. A Figura 3 apresenta a estimativa 
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de produção de lamas em Portugal Continental, no ano 2006, por sistema plurimunicipal 
36. 
 
Figura 3 - Estimativa da produção de lamas em 2006, em Portugal Continental, por sistema plurimunicipal 36 
 
No sentido de preencher esta lacuna, as lamas serão um tema abordado no 
PENSAAR (Plano Estratégico de Abastecimento de Água e Saneamento de Águas 
Residuais) 2020, em articulação com o PERSU (Plano Estratégico para os Resíduos 
Urbanos) 2020 37. Sendo uma das principais ações: 
 Desenvolvimento de sistemas de informação geográfica de apoio à gestão 
das lamas na Administração Pública (cadastro) onde se encontrem 
registadas as quantidades de lamas produzidas e os destinos finais. Esta 
informação deve ser alimentada e validada pelas entidades envolvidas na 
gestão de lamas e coordenada pela Agência Portuguesa do Ambiente para 
apoio ao licenciamento e à gestão das lamas, que permitam um adequado 
rastreamento do ciclo que vai da produção até à valorização 38. 
No contexto global, estima-se que nas próximas décadas, a produção de lamas de 
depuração, vai aumentar gradualmente devido ao desenvolvimento da população, 
urbanização e industrialização 31,39. Assim, torna-se imperativo adotar uma melhor forma 
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de gestão das lamas, promovendo a sua valorização através de um processo de 
reciclagem e, simultaneamente evitar os riscos para a saúde pública 39. 
2.1. Composição de Lamas de ETAR 
A composição e a qualidade das lamas, ou seja, as suas características físicas, 
químicas e biológicas são variáveis, não dependem exclusivamente da composição das 
águas de que provêm, dependem também da tecnologia de tratamento a que foram sujeitas 
40. 
De modo geral, numa ETAR podem obter-se lamas primárias, respetivas às lamas 
recolhidas no decantador primário, lamas biológicas ou secundárias, resultantes dos 
processos de tratamento biológico após a decantação secundária 41. 
As lamas primárias são constituídas essencialmente por sólidos sedimentáveis que 
apresentam um elevado teor de matéria orgânica como fezes, frutas, legumes, têxteis etc. 
41. A sua consistência é de um líquido espesso com uma percentagem de água entre 92 e 
96%, apresentando uma coloração cinzenta, na maioria dos casos acompanhada por um 
odor extremamente forte. As lamas primárias, contendo entre 60 a 70% de sólidos 
suspensos voláteis (SSV, relaciona-se com a quantidade de biomassa presente), são 
separadas da água residual através de um processo físico (decantador primário) e são 
posteriormente digeridas por processos aeróbios e anaeróbios 42. 
As lamas secundárias, também denominadas por lamas biológicas, são obtidas 
através de processos biológicos, onde ocorre a transformação da matéria orgânica por 
intermédio do metabolismo microbiano. Estas contêm entre 60 a 80% SSV, também são 
digeridas com facilidade por via dos processos aeróbios e/ou anaeróbios. Este tipo de 
lamas apresenta na sua constituição, sólidos biológicos de aspeto acastanhado que 
quando frescas têm um odor a terra. Mas rapidamente se tornam sépticas e escuras e 
ficam com um desagradável odor a putrefação 42. 
Todos os tipos de lamas apresentam uma quantidade considerável de nutrientes, tais 
como, azoto, fósforo, potássio e um elevado teor de matéria orgânica, e em menor 
extensão, cálcio, enxofre e magnésio. Estes elementos representam um potencial 
valorizável que se pretende recuperar e reutilizar durante e/ou após o tratamento 14.  
No entanto, as lamas também apresentam poluentes, tais como, metais pesados, 
poluentes orgânicos e agentes patogénicos 14. 
 
2.1.1. Matéria orgânica 
A matéria orgânica das lamas de ETAR representa na maioria dos casos um valor 
superior a 50% da matéria seca presente nas mesmas, podendo variar consoante o tipo 
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de tratamento e/ou condicionamento. É maioritariamente constituída por hidrocarbonetos, 
aminoácidos e pequenas porções de proteínas e lípidos 14, existindo apenas um pequeno 
teor em lenhina e celulose na sua composição 43. 
Este constituinte quando aplicado no solo serve de fonte de energia para a atividade 
microbiológica, aumentando a população de microrganismos que consequentemente 
contribuem para o reforço da capacidade de mineralização do solo 14. 
A aplicação de lamas nos solos tem uma grande vantagem relativamente ao uso de 
adubos minerais, pois os seus componentes vão-se libertando de uma forma mais lenta e 
duradoura. O aproveitamento da matéria orgânica das lamas de depuração para o uso 
agrícola traz melhorias para os solos em termos de propriedades físicas, estrutura e 
capacidade de retenção de água e minerais, bem como, redução do escoamento superficial 
e erosão hídrica 14. 
2.1.2. Nutrientes 
As concentrações de nutrientes, presentes nas lamas de ETAR, variam consoante 
o tipo de tratamento das águas residuais, bem como, o tratamento aplicado sobre a lama 
14. 
Na constituição das lamas de ETAR podem identificar-se macronutrientes, tais 
como, azoto, fósforo, magnésio, cálcio, ou enxofre, e ainda alguns micronutrientes como o 
boro, ferro, cobalto, molibdénio e manganésio 14,44.  
O azoto e fósforo fazem parte dos principais nutrientes requisitados pelas plantas 
ao solo durante o seu ciclo de vida. O azoto surge nas lamas predominantemente na forma 
orgânica, e em menor grau na forma mineral (amoniacal). Grande parte do azoto amoniacal 
está localizado na fase líquida das lamas e sofre uma grande redução após os processos 
de espessamento e desidratação, podendo ainda sofrer perdas no teor, na ordem de 30%, 
após o armazenamento das respetivas lamas em fase líquida durante pelo menos 4 meses. 
Como as plantas só assimilam o azoto mineral, o valor agrícola da lama neste caso 
depende da capacidade do azoto orgânico ser mineralizado 14. 
O fósforo é um nutriente extremamente precioso e sendo um recurso natural 
limitado e não renovável, as lamas residuais que contêm fósforo desencadeiam um elevado 
interesse 45. As plantas servem-se do fósforo para o seu crescimento, assegurando o 
desenvolvimento do sistema radicular e a sua resistência às doenças 40. O fósforo está 
presente nas lamas maioritariamente sob a forma mineral, podendo representar entre 30 a 
98% do fósforo total, de acordo com o tipo de lama 14.  
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2.1.3. Metais Pesados 
As lamas de ETAR, em termos orgânicos apresentam, na sua constituição, 
componentes húmicos. Este tipo de matéria orgânica confere às lamas elevada capacidade 
de retenção de água e de troca iónica, sendo responsável pela retenção de metais pesados 
43. 
Numerosos metais pesados estão presentes nas lamas de ETAR, essencialmente 
são sete os principais: cádmio, cobre, níquel, chumbo, zinco, mercúrio e crómio 46. Estes, 
a partir de uma determinada concentração, podem afetar o processo de crescimento das 
plantas, deteriorar as propriedades do solo, inibir a atividade benéfica dos microrganismos 
e prejudicar gravemente o equilíbrio ambiental e saúde humana 14,44.  
A presença de metais pesados nas lamas efluentes residuais derivam da mistura 
de águas residuais domésticas com as águas pluviais (especialmente de escoamento 
sobre rodovias), e com as águas residuais industriais. A concentração de metais pesados 
pode ser muito variável para cada origem, dependendo ainda do contexto industrial de 
cada zona ou país 14. 
Relativamente aos valores limite de concentração de metais pesados aceitáveis nas 
lamas de ETAR, estes encontram-se regulamentados pelo quadro jurídico europeu, através 
da Diretiva 86/278/CEE 14, transposta para a ordem jurídica interna pelo Decreto-Lei n.º 
276/2009, de 2 Outubro 30. A Tabela 2 apresenta uma análise comparativa das taxas 
médias praticadas nos Estados-Membros e da taxa máxima permitida em Portugal.  
 
Tabela 2 - Concentração média dos 7 metais pesados nos Estados-Membros e valores limite de concentração em 
Portugal (adaptado) 14,30 
Designação do 
Metal 
Directiva 86/278/CEE 
(mg/kg de matéria 
seca) 
Média nos Estados-
Membros 
(mg/kg de matéria seca) 
Decreto-Lei n.º 
276/2009, Portugal 
(mg/ kg de matéria 
seca) 
Cádmio 20-40 0,4-3,8 20 
Cobre 1000-1750 39-641 1000 
Níquel 300-400 9-90 300 
Chumbo 750-1200 13-221 750 
Zinco 2500-4000 142-2000 2500 
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Mercúrio 16-25 0,3-3 16 
Crómio 1000-1750 16-275 1000 
 
2.1.4. Poluentes orgânicos 
Uma grande variedade de compostos orgânicos e dioxinas são frequentemente 
detetados nas lamas de ETAR. Estes podem provocar um impacto negativo sobre o meio 
ambiente 14,47. 
Na Tabela 3 apresentam-se os poluentes orgânicos mais comuns e os valores limite 
de concentração de poluentes orgânicos nas lamas destinadas à agricultura 46–48. 
Tabela 3 - Valores limite de concentração de compostos orgânicos nas lamas destinadas à agricultura (adaptado)30 
Compostos Orgânicos Valores Limite (matéria seca) 
LAS (alquilo benzenossulfonatos lineares) 5000 mg/kg 
NPE (nonilfenois e nonilfenois etoxilados) 450 mg/kg 
PAH (hidrocarbonetos policíclicos aromáticos) 6 mg/kg 
PCB (compostos bifenilos policlorados) 0,8 mg/kg 
PCDD (policlorodibenzodioxinas) 100 ng TEQ/kg 
PCDF (furanos) 100 ng TEQ/kg 
 
Os poluentes orgânicos devem ser objeto de ações preventivas devido à: 
 Degradação lenta destes compostos pelos microrganismos do solo, 
constituindo um risco de acumulação no solo 40;  
 Propensão de bioacumulação em organismos animais podendo afetar 
consequentemente os organismos dos seres humanos 40;  
 Toxicidade superior dos produtos (resultantes da degradação dos 
compostos orgânicos), em relação aos compostos iniciais 40.  
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2.1.5. Características biológicas 
Como as lamas são um produto que resulta do tratamento das águas residuais, 
estas apresentam características biológicas semelhantes às águas residuais, tais como 
bactérias, vírus 49, protozoários, helmintas (vermes parasitas) 14,44,50. 
No entanto, em termos de saúde pública, uma das singularidades, que inspira 
especial preocupação é a transferência horizontal de genes entre os microrganismos, 
promovida pelo tratamento das águas residuais 51.  
Segundo o Decreto-Lei 276/2009, de 2 de Outubro, os valores limite para 
microrganismos, nas lamas destinadas à agricultura, são inferior a 1000 células/g de 
matéria fresca para a Escherichia coli (E. coli) e ausente em 50g de material original para 
a Salmonella spp. 30.    
2.2. Tratamento das Lamas de ETAR 
As lamas são um produto inevitável do tratamento de águas residuais, provenientes 
essencialmente da acumulação dos produtos em suspensão na água residual afluente, 
geralmente transformados, pelos microrganismos, durante o tratamento 40. 
Essencialmente, as lamas de ETAR são sujeitas a cinco fases de tratamento: 
tratamento preliminar, espessamento, estabilização, condicionamento e desidratação 40. 
Este conjunto de técnicas pode representar um custo na ordem dos 30 a 50%, do custo 
total das atividades de uma ETAR. Este custo está dependente do grau de tratamento 
pretendido 52,53.  
2.2.1. Tratamento preliminar 
Tal como no tratamento da fase líquida, no tratamento da fase sólida também é 
realizado um tratamento preliminar. Esta etapa tem como objetivos garantir um caudal 
homogéneo e constante, facilitar os tratamentos a efetuar posteriormente, bem como, 
salvaguardar o bom funcionamento do equipamento das operações subsequentes 40. 
Nas operações de tratamento prévio das lamas, incluem-se: 
a) Trituração – garante a desintegração parcial do material de grandes 
dimensões ou filamentoso, diminuindo o risco de obstrução do equipamento 40. 
b) Gradagem – realiza a separação da fase mineral (areia) e orgânica 
das lamas 40. 
c) Mistura prévia – proporciona um conteúdo homogeneizado e 
uniformizado dos diversos tipos de lamas (primárias e secundárias), otimizando o 
funcionamento dos processos biológicos nas etapas subsequentes 18. Esta pode ocorrer 
nos decantadores primários, nas condutas ou ainda nos tanques de mistura, 
implementados especialmente para o efeito 40.   
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2.2.2. Espessamento 
O processo de espessamento de lamas tem como objetivo reduzir o volume de 
lamas afluente aos órgãos seguintes. Desta forma, é possível reduzir as dimensões desses 
órgãos e, consequentemente, a diminuição do custo de investimento 18.  
As principais operações, existentes nesta fase, consistem no: 
a) Espessamento gravítico – opera de forma simples, separando a 
água da lama através da decantação num tanque, geralmente de forma cilíndrica (Figura 
4). Este tanque pode operar em regime batch, ou seja, o líquido sobrenadante é escoado 
após algumas horas de decantação e antes da bombagem das lamas espessadas. Em 
alternativa, o tanque pode operar em regime contínuo que consiste na alimentação 
contínua de lamas, bem como, na remoção contínua do sobrenadante e das lamas 
espessadas 40. 
 
Figura 4 - Espessamento gravítico (adaptado) 54 
 
b) Espessamento por flotação por ar dissolvido – nesta operação o 
ar é injetado na lama afluente e mantido a uma pressão (superior à pressão atmosférica), 
antes das lamas serem transferidas para um tanque (Figura 5). O ar dissolvido é libertado 
imediatamente sob a forma de bolhas finas que aderem às partículas de lama. Estas 
partículas são arrastadas pelas bolhas e formam um manto de lamas à superfície do 
flotador 55.  
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Figura 5 - Espessamento por flotação por ar dissolvido 55 
c) Espessamento por centrifugação – utilizado para espessar e 
desidratar lamas 40. No tipo de centrífuga mais comum, o solid bowl-scroll, a lama é inserida 
continuamente, normalmente, com a adição de polímeros, sendo a centrífuga montada na 
horizontal e afunilada no final em forma de cone. A estrutura rotativa faz com que a lama 
se deposite na periferia do rolo interno, que roda a velocidades ligeiramente distintas, 
deslocando a lama para a zona afunilada 56. Este método é mais adequado para utilização 
nas ETARs de grandes dimensões, dado a necessidade de processo contínuo de grandes 
quantidades de lamas residuais 40.  
d) Espessamento por gravidade em filtros banda – técnica mais 
recente de espessamento. O filtrado é escoado através de uma banda em movimento, 
enquanto os sólidos são retidos na superfície. A lama, ao permanecer na banda, é 
constantemente agitada e forçada a colidir com as saliências alinhadas desta superfície. A 
velocidade da banda é variável 40.   
e) Espessamento em tambor rotativo – o dispositivo é composto por 
tambores cilíndricos, colocados horizontalmente, um sobre outro. Geralmente, o tambor 
superior, com paredes impermeáveis, é responsável pelo acondicionamento e agitação das 
lamas. O tambor inferior, que é alimentado com a lama condicionada, em mistura com 
polieletrólito (aumenta taxa de sedimentação), tem paredes semipermeáveis, permitindo 
devido ao movimento rotacional do sistema, o escoamento por uma das extremidades 40. 
A água removida das lamas, em todos os tipos de espessamento, é direcionada 
para a etapa inicial do tratamento da fase líquida 18. 
2.2.3. Estabilização 
A digestão/estabilização tem como principais objetivos evitar, reduzir ou eliminar o 
potencial de putrefação, remover microrganismos patogénicos e eliminar odores. Estes 
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fenómenos ocorrem quando os microrganismos têm capacidade de sobreviver e de se 
multiplicar na camada de matéria orgânica das lamas 18. 
Quando o destino das lamas passa pela utilização na agricultura, a redução de 
microrganismos patogénicos por qualquer método de estabilização, deve ser um dos 
principais aspetos a considerar. Por outro lado, quando o destino das lamas é a 
incineração, estas são previamente desidratadas, e opta-se frequentemente por não 
proceder à sua estabilização 40.     
O processo de estabilização pode ser realizado por diversas formas: 
a) Digestão aeróbia – compreende o processo de mineralização 
biológica da matéria orgânica, a partir de uma fonte externa de oxigénio, da qual resultam 
lamas estabilizadas e dióxido de carbono 18. Recentemente, a digestão aeróbia termofílica 
autotérmica (DATA) tem conquistado terreno no que concerne à estabilização de lamas, 
devido à rápida degradação do substrato orgânico, eficiente inativação dos agentes 
patogénicos, elevada capacidade de redução dos sólidos voláteis, baixo consumo de 
energia e requisitos de controlo simples 57,58. A DATA é um processo exotérmico onde as 
lamas são submetidas a temperaturas superiores a 55C durante um período de 6-15 dias. 
Os sólidos orgânicos são degradados e o calor libertado, durante a degradação por ação 
dos microrganismos, mantém as temperaturas termófilas 59. 
b) Digestão anaeróbia – método de estabilização mais antigo e o mais 
empregue nas estações de tratamento 60. Compreende o processo de mineralização 
biológica da matéria orgânica, na ausência de oxigénio, sendo umas das principais 
características a valorização do biogás para produção de calor (utilizado na ETAR), e 
eletricidade (para uso interno e venda à rede de distribuição de eletricidade) 18,31. A digestão 
anaeróbia ocorre em três fases sequenciais: a fase hidrolítica, a fase acidogénea e a fase 
metanogénea 9. Na fase hidrolítica ocorre a hidrólise dos complexos orgânicos sólidos, 
celulose, proteínas e lípidos que pela ação de enzimas extracelulares são degradados a 
formas solúveis, ácidos gordos orgânicos, álcoois, dióxido de carbono e amónia. Na fase 
acidogénea, as bactérias acidogéneas transformam os compostos da fase hidrolítica em 
ácido acético, ácido propiónico, hidrogénio, dióxido de carbono, sulfureto de hidrogénio e 
em compostos orgânicos de baixo peso molecular. Na fase metanogénea, por ação das 
bactérias metanogéneas, ocorre a conversão dos compostos obtidos na fase anterior em 
dióxido de carbono e metano. Assim, o biogás produzido, devido ao metano, permite a 
valorização energética das lamas 39,61.                
c) Esterilização química por adição de cal – a aplicação de cal não 
reduz a matéria orgânica das lamas. Mas a sua ação de estabilização/desinfeção dos 
microrganismos, presentes nas lamas, é evidenciada quer pela simples elevação de pH 
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das mesmas (para valores superiores a 12) com a utilização de cal hidratada, quer pela 
conjugação deste fenómeno com o aumento da temperatura (para valores superiores a 
60°C) com a utilização de cal viva 18. A estabilização de lamas via química com a utilização 
de cloro, ozono, peróxido de hidrogénio e permanganato de potássio, também é possível, 
porém em pequena escala 40. 
d) Esterilização térmica – consiste em reduzir o teor de humidade das 
lamas por adição de calor (através da evaporação da água), até um teor desejado que 
pode chegar aos 90%. Desta forma, alcança-se um produto quase sólido com cerca de 75 
a 95% de matéria seca, de textura geralmente granular, adequado a vários finais. Além 
disso, também permite estabilizar e higienizar as lamas, bem como, facilitar a sua 
valorização orgânica ou a sua incineração, e custos associados ao tratamento das lamas 
18. 
e) Compostagem – consiste no processo de degradação biológica 
aeróbia de resíduos até à sua estabilização, produzindo uma substância húmica 
(composto) que permite a correção de solos 18. Assim sendo, além da obtenção de um 
produto estável (que não seja suscetível de repentina evolução biológica), obtém-se um 
produto maturado e que seja compatível (não fitotóxico) com a sua aplicação na agricultura 
como corretivo orgânico dos solos; a compostagem, também, deve permitir a eliminação 
de maus odores, a redução de volume e de massa e a inativação de microrganismos 
patogénicos (higienização) da matriz inicial 40,62,63. 
2.2.4. Condicionamento 
O condicionamento de lamas consiste num tratamento utilizado para otimizar a 
eficiência do espessamento e da desidratação 64. Esta operação pode ser realizada da 
seguinte forma: 
a) Condicionamento químico – é o mais conhecido e frequentemente 
aplicado em condicionamento de lamas. Consiste na adição de produtos químicos 
inorgânicos ou polieletrólitos 65, cujo mecanismo de ação é a destabilização da carga iónica 
dos sólidos contidos na lama, permitindo a agregação das partículas de menores 
dimensões em flocos maiores com subsequente libertação de água adsorvida 40.  
b) Condicionamento térmico – é processado em autoclaves, sujeitando 
as lamas a uma pressão fixa e a temperaturas na ordem dos 200ºC durante períodos de 
tempo variáveis, de 30 a 90 minutos, conseguindo-se com este tratamento a destruição da 
estrutura coloidal das lamas e a solubilização de algumas matérias em suspensão. Este 
tipo de condicionamento é o menos utilizado devido a sua complexidade técnica e o rigor 
no controlo dos parâmetros 40. 
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c) Congelação – muito eficaz, porém é considerada uma solução com 
um custo muito elevado 65. 
2.2.5. Desidratação 
A desidratação tem como finalidade retirar o máximo de água presente nas lamas, 
tendo em atenção a relação custo/beneficio. As vantagens relacionam-se com as 
facilidades de manuseamento e com o menor custo de transporte das lamas para o destino 
final. As lamas desidratadas são provisoriamente armazenadas em silos ou contentores 
até que estas sejam encaminhadas para valorização ou destino final adequado 18. 
Diversos tipos de processos são aplicados para a desidratação de lamas, tais como, 
processos naturais (baseados nos fenómenos de evaporação e/ou de percolação), ou 
processos mecânicos (baseados em utilização de meios físicos) que requerem a utilização 
de energia externa 40. 
2.3. Destinos Finais de Lamas de ETAR 
Como mencionado anteriormente, o tratamento das águas residuais gera, como 
subproduto, grandes quantidades de resíduos, as lamas residuais 66. Desta forma, é 
imperativo a correta gestão destes subprodutos quer a nível ambiental, quer a nível de 
saúde pública 67.  
Tal como no tratamento de águas residuais, o destino final (ou destinos finais) deve 
determinar o método a utilizar para o condicionamento e tratamento das lamas. No passado 
era prática comum a deposição no mar de lamas provenientes de estações situadas na 
orla costeira. Esta prática foi abolida, a partir de 1998, pela Diretiva 91/271/CEE 64. 
Assim foi necessário encontrar outras alternativas. Atualmente são conhecidas e 
praticadas, em larga escala, as seguintes soluções 40,66:  
 Deposição em aterros sanitários; 
 Valorização agrícola: 
 Solos agrícolas (recuperação / melhoramento); 
 Florestas (recuperação de solos e /ou reflorestação);  
 Estradas (recuperação/sementeira de taludes), outras áreas verdes; 
 Recobrimento de aterros sanitários (recuperação paisagística). 
 Valorização energética (valor calorífico para a produção de energia); 
 Construção civil (cimento, fabrico de tijolos ou cerâmica, incorpora 20% de 
lama). 
Introdução 
 
25 
 
2.3.1. Deposição em aterro sanitário 
Os aterros sanitários foram, até recentemente, o destino final de eleição de muitas 
lamas de ETAR, produzidas tanto em Portugal como em outros países europeus (Figura 
6) 61. 
 
Figura 6 - Destino final de lamas de ETAR produzidas em diversos Estados-Membros, em 1998 (adaptado)35 
Contudo, a deposição de lamas em aterros sanitários entrou em declínio “induzido”, 
tanto em Portugal como na maior parte dos países europeus 61. Uma vez que atravessamos 
uma Era em que o desenvolvimento sustentável é um conceito primordial, a tendência é a 
de limitar cada vez mais o depósito em aterros, de materiais eventualmente recicláveis ou 
valorizáveis por outras vias 40,68. Nomeadamente os resíduos orgânicos e, em particular as 
lamas de ETAR, que imposto pelo Decreto-Lei 152/2002, de 23 de Maio, tem fixado um 
limite de redução em 50% em 2009 e 35% em 2016 69. 
A opção de deposição de lamas em aterro só deverá ser considerada quando a 
presença de substâncias tóxicas ou metais pesados inviabilizem a sua valorização 40. 
Todo este processo, de depósito em aterro, exige uma correta monitorização, 
devido aos riscos associados. Designadamente riscos de contaminação das águas 
subterrâneas por lixiviação e a produção de odores desagradáveis, pela geração de 
condições anaeróbias e sépticas, bem como, a produção de gases com efeito de estufa 
50,70. 
2.3.2. Incineração 
A incineração, embora represente, um destino final de lamas de ETAR, não o será 
na íntegra, pois há geração de um outro resíduo: as cinzas. Assim, esta opção poderá ser 
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vista como uma forma incompleta de eliminação do resíduo, ainda que seja um método 
que permita uma redução significativa do volume do material e origine a destruição dos 
organismos patogénicos e substâncias orgânicas perigosas, transformando a lama em 
cinzas 71,72. Cinzas estas, que deverão ser posteriormente submetidas a um tratamento 
complementar, que quando concluído podem ser incorporadas em alguns produtos, 
nomeadamente em materiais de construção, tais como, tijolos e/ou outros materiais 
cerâmicos 71,73. 
2.3.3. Valorização agrícola 
Em resultado da menor disponibilidade e viabilidade de outras opções de destino 
final, tem sido prática comum, há várias décadas, a utilização de lamas tratadas na 
agricultura 66,74,75. 
As lamas, devidamente tratadas e tipificadas, que garantam um conjunto de 
requisitos de qualidade para aplicação em solos agrícolas, podem designar-se por 
biossólidos. Os biossólidos, de acordo com a regulamentação US EPA (United States 
Environmental Protection Agency), podem ser classificados, em função da presença de 
microrganismos patogénicos, em biossólidos de classe A e os biossólidos de classe B 66,74. 
De acordo com os processos de tratamento da fase líquida e dos processos de 
tratamento da fase sólida, as lamas de depuração podem ser tipificadas (Figura 7) 40.  
 
Figura 7 - Classes de biossólidos em função dos tratamentos a que são submetidas as lamas (adaptado) 40 
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No caso dos biossólidos de classe A, estes devem ser sujeitos a tratamentos que 
promovam a redução dos patogénicos para valores não detetáveis. Por outro lado, os 
biossólidos de classe B devem ser sujeitos a tratamentos que promovam a redução dos 
microrganismos patogénicos para valores que não afetem a saúde pública e o ambiente 
em geral. Desta forma, o grau de segurança da aplicação dos biossólidos de classe A é 
mais elevado 57,76. 
O interesse acrescido da agricultura, pelos biossólidos provenientes das lamas de 
ETAR devidamente tratadas, assenta fundamentalmente no potencial de utilização da sua 
matéria orgânica e valorização do seu poder nutritivo 62,76. Assim, são várias as ações 
benéficas proporcionadas pela aplicação de biossólidos, nomeadamente a correção dos 
solos, que passa pela melhoria da estrutura do solo, aumento da sua estabilidade, bem 
como, a contribuição para intensificação da capacidade de troca catiónica do solo, 
melhorando a atividade microbiana com efeitos benéficos na dinâmica de alguns 
nutrientes, especialmente o azoto e o enxofre 44,77.  
Além disso, impulsiona, o aumento da eficácia da adubação, origina inativação de 
alguns metais pesados e, proporcionando um acréscimo de matéria orgânica, melhora 
consideravelmente a fertilidade e produtividade dos solos 47,62,78. Desta forma, aumenta o 
seu campo de utilizações, nomeadamente, em áreas como silvicultura, sobretudo na 
reflorestação de zonas consumidas pelos fogos florestais, recuperação de solos nas zonas 
de exploração mineira, jardinagem e cultivo de plantas ornamentais 63, obras de 
estabilização de taludes, revestimento vegetal da cobertura dos aterros sanitários e outras 
aplicações, assegurando a proteção contra a degradação erosiva 40. 
Relativamente a Portugal, o uso de biossólidos como fertilizante orgânico é 
considerado um destino final de eleição, pois o solo manifesta características ácidas 
(Figura 8) e é maioritariamente pobre em matéria orgânica 79. Escassos são os solos em 
Portugal com boa aptidão agrícola sendo a principal causa da degradação do solo, em 
Portugal Continental, a erosão provocada pela precipitação (o clima mediterrâneo é 
caracterizado por distribuição irregular de chuva e ocorrência de secas, geralmente 
ocorrendo a precipitação mais intensa em períodos não vegetativos). A maioria dos solos 
em Portugal Continental, com exceção das áreas de agricultura mais intensiva, como por 
exemplo a região de Entre Douro e Minho, apresenta baixos níveis de matéria orgânica, o 
que resulta dos sistemas de agricultura praticados e das técnicas culturais 80. 
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Figura 8 - Acidez e alcalinidade dos solos em Portugal Continental 81 
 
No entanto, as lamas de ETAR, apesar de possuírem muitos compostos de 
interesse agrícola – matéria orgânica, azoto, fósforo e potássio, ou em menor escala, 
cálcio, enxofre, magnésio, também contêm poluentes. Estes poluentes estão, geralmente, 
associados a metais pesados, compostos orgânicos e microrganismos patogénicos. 
Concentrações excessivas destes poluentes em lamas, bem como, no solo (quando 
aplicadas), acarretam graves riscos para a saúde pública e ambiente em geral 40,78. 
No sentido de prevenir estes riscos, a utilização agrícola dos biossólidos está 
devidamente regulamentada por parte das diretivas comunitárias, bem como, pela 
legislação portuguesa, nomeadamente pelo Decreto-Lei 276/2009, de 2 de Outubro 30. 
2.3.4. Valorização energética 
No que diz respeito a recursos energéticos, Portugal, em comparação com a 
maioria dos países desenvolvidos que asseguram a generalidade das necessidades 
energéticas através do petróleo, do carvão e do gás natural, apresenta-se como um país 
com escassos recursos energéticos de fonte endógena 40. Em 2013, Portugal foi o 8º país 
com maior dependência energética do exterior em relação ao conjunto de países da UE – 
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28 (Figura 9). Desta forma, um dos principais desafios e objetivos da atual política 
energética prende-se com a redução da dependência energética do exterior 82.  
 
 
Figura 9 - Dependência Energética na UE-28 em 2013 82 
Historicamente, Portugal apresenta uma dependência energética elevada, entre 80 
e 90%, consequência da inexistência de produção nacional de fontes de energia fósseis 
que têm um peso muito significativo no consumo de energia. O investimento progressivo 
em energias renováveis e na eficiência energética, realizado no país desde meados da 
década de 2000, tem contribuído para a diminuição do grau de dependência energética 
face ao exterior. Segundo as estatísticas divulgadas pela Direcção-Geral de Energia e 
Geologia (DGEG) no seu balanço energético sintético relativo ao ano de 2013, o índice de 
dependência energética, em 2013, foi de 73,9% (Figura 10) o que representa uma descida 
de 5,5 pontos percentuais face a 2012 e uma descida de 14,9 pontos percentuais face a 
2005. Esta redução deveu-se à diminuição do consumo de fontes de energia fósseis e 
consequentemente ao aumento da produção de energia doméstica. Os maiores contributos 
vieram da produção hídrica e eólica 82. 
 
Figura 10 - Evolução da dependência energética de Portugal 82 
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Nesta perspetiva, a valorização energética das lamas de ETAR, através da 
produção de biogás, assume-se como um eventual destino alternativo de escoamento, 
bem como, um processo verde sustentável que converte resíduos em energia. 83,84. 
2.4. Legislação 
Como já referido anteriormente, as lamas de ETAR apresentam várias propriedades 
benéficas, no entanto, também apresentam propriedades prejudiciais. Desta forma, é 
imperativo uma legislação adequada para obter o maior benefício possível das lamas.  
A legislação que regulamenta as lamas de ETAR, a nível comunitário e nacional, é: 
 Diretiva 86/278/CEE; 
 Decreto-lei nº. 446/1991, de 22 de Novembro e Decreto-lei nº. 118/2006, de 21 
de Junho; 
 Decreto-lei nº. 276/2009, de 2 de Outubro. 
2.4.1. Diretiva 86/278/CEE 
A Diretiva 86/278/CEE referente à proteção do ambiente, e em especial dos solos, 
na utilização agrícola de lamas de depuração, foi implementada há 29 anos, tendo como 
objetivo incentivar a aplicação correta de lamas de depuração na agricultura, bem como, 
regular o seu uso de forma a diminuir os efeitos nocivos nos solos, vegetação, animais e 
seres humanos 85. As principais disposições da Diretiva são: 
 Artigo 4º: valores relativos às concentrações de metais pesados nos solos 
recetores de lamas, às concentrações de metais pesados nas lamas e às quantidades 
máximas anuais destes metais pesados que podem ser introduzidas nos solos de utilização 
agrícola 85. 
 Artigo 5º: proibição da utilização de lamas sempre que a concentração de 
um ou vários metais pesados nos solos ultrapasse os valores-limite 85. 
 Artigo 6º: obrigatoriedade do tratamento das lamas 85. 
 Artigo 7º: proibição da aplicação das lamas em determinadas culturas e 
antes de expirar um certo prazo 85. 
 Artigo 8º: utilização das lamas deve ter em conta as necessidades 
nutricionais das plantas 85. 
 Artigo 9º: métodos de referência de amostragem e de análise dos solos e 
das lamas 85. 
 Artigo 10º: obrigação de os estados-membros em manterem registos 
atualizados sobre as quantidades de lamas produzidas e as entregues à agricultura, os 
locais de utilização das lamas e outras informações 85. 
 Artigo 17º: requisitos respeitantes à apresentação de relatórios 85. 
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2.4.2. Decreto-lei nº. 446/91, de 22 de Novembro e Decreto-lei nº. 118/2006, 
de 21 de Junho 
Inicialmente, o Decreto-lei nº. 446/91, de 22 de Novembro transpôs para a ordem 
jurídica interna a Diretiva nº. 86/278/CEE, do Conselho, de 12 de Junho, sendo 
posteriormente atualizado pelo Decreto-lei nº. 118/2006, de 21 de Junho e mais tarde 
atualizado, pelo atual decreto-lei em vigor, Decreto-lei nº. 276/2009, de 2 de Outubro 30,86,87.  
Estas atualizações foram importantes por forma a adequar e tornar mais simples o 
procedimento de licenciamento da utilização agrícola das lamas de depuração nele previsto 
e a harmonizá-lo com outros regimes jurídicos entretanto aprovados, designadamente o 
regime geral dos resíduos, aprovado pelo Decreto- Lei n.º 178/2006, de 5 de Setembro, e 
o regime de proteção das albufeiras de águas públicas de serviço público e das lagoas ou 
lagos de águas públicas, aprovado pelo Decreto-Lei n.º 107/2009, de 15 de Maio 30. 
2.4.3. Decreto-lei nº. 276/2009, de 2 de Outubro 
O Decreto-lei nº. 276/2009, de 2 de Outubro, é o atual diploma que legisla a lamas 
de ETAR e a alteração mais significativa introduzida consubstancia -se na simplificação e 
agilização do procedimento de licenciamento da atividade, facilitando o respetivo exercício, 
sem, no entanto, descurar as exigências crescentes do ponto de vista da salvaguarda dos 
valores ambientais e da saúde humana 30.  
O licenciamento da utilização agrícola das lamas de depuração passa a ter por base 
o plano de gestão de lamas que, entre outros aspetos, identifica as explorações onde se 
prevê realizar as respetivas aplicações. O referido plano é complementado pela declaração 
anual do planeamento das operações, que define as parcelas a utilizar. A introdução destes 
instrumentos e planeamento e gestão, cujo cumprimento fica a cargo de um técnico 
responsável acreditado de acordo com um conjunto concreto de requisitos, obvia a 
necessidade de licenciamento por proveniência e destino das lamas – o que, de resto, se 
traduzia, na prática, numa multiplicidade de processos autorizativos. O novo modelo de 
licenciamento permite ainda antecipar e prevenir situações de deposição de lamas 
incompatíveis com os objetivos de salvaguarda do ambiente e da saúde pública 30. 
2.5. ETARI, um luxo ou uma precaução? 
As águas residuais hospitalares resultam do funcionamento dos serviços e instalações 
dos hospitais, e podem dividir-se em: 
 Águas residuais hospitalares domésticas – são todas as que são produzidas 
nas zonas de Serviços de Apoio, nomeadamente Serviços Administrativos, Conselhos de 
Administração, Bares e Refeitório 88.  
 Águas residuais hospitalares poluídas – incluem todos os efluentes em que é 
comum o aparecimento de compostos químicos, nomeadamente gorduras, metais, etc., os 
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quais alteram significativamente as características típicas de um efluente doméstico, 
obrigam à aplicação de tratamentos físico e/ou químicos específicos 88.  
 Águas residuais hospitalares infetadas – incluem todos os efluentes em que 
existem componentes biológicos e/ou microbiológicos, que alteram significativamente as 
características típicas de um efluente doméstico, tais como restos de sangue e outros 
fluídos orgânicos, onde podem existir agentes patogénicos, e estirpes multirresistentes 88.  
Em Portugal, não existe legislação específica relativamente à gestão das águas 
residuais hospitalares, existindo apenas legislação no que concerne aos resíduos 
hospitalares.  
Segundo o estudo da Caracterização Quantitativa e Qualitativa das Águas Residuais 
dos Hospitais do Serviço Nacional de Saúde, elaborado pelo Laboratório Nacional de 
Engenharia Civil (LNEC), em 2003: “ (…) não foram obtidos dados ou informações que 
indiquem, que na atual situação, os efluentes hospitalares devam ser motivo de 
preocupação quanto aos seus impactos no ambiente e saúde pública, sempre que as 
respetivas descargas sejam devidamente tratadas nas ETARs municipais, ou noutras, 
antes de serem libertadas para o meio ambiente.” 88. 
Mas será que este estudo espelha a atual realidade, tendo em consideração a evolução 
da resistência dos microrganismos aos antibióticos? Será que as atuais configurações das 
ETARs estão preparadas para tratar eficientemente as águas residuais hospitalares 
poluídas e infeciosas? Em que medida estes microrganismos e agentes químicos 
influenciam o tratamento biológico? 
São inúmeras as questões relativamente à gestão das águas residuais hospitalares, 
primeiramente seria de extrema importância a realização de estudos que permitam obter 
um maior conhecimento sobre esta temática. A partir destes estudos, iniciar a adequada 
regulamentação. Além disso, ter em consideração a contribuição da colonização intestinal 
com isolados multirresistentes dos pacientes, não considerando apenas os efluentes com 
restos de sangue e fluídos orgânicos, mas no geral as águas negras das instituições de 
prestação de cuidados de saúde.   
Em 2005, foram elaboradas recomendações para a gestão das águas residuais 
hospitalares pela Direção-Geral das Instalações e Equipamentos da Saúde que não estão 
completamente em prática, e não havendo legislação específica, alguns hospitais (senão 
a maioria) acabam por não dar a devida importância, devido, em muito, à atual conjuntura 
económica que o País atravessa 88.  
O primeiro passo (tendo em conta a falta de informação, seria uma medida de 
precaução) podia passar pela instalação da Estação de Tratamento de Águas Residuais 
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Infetadas (ETARI) nos hospitais com a valência de doenças infecto-contagiosas. Assim, 
estas águas seriam sujeitas a um pré-tratamento e só depois lançadas na rede urbana.  
 
2.6. Lamas de ETAR como via de disseminação de bactérias resistentes 
aos antibióticos  
A libertação de fármacos para o meio ambiente tem ocorrido há várias décadas, porém 
só recentemente foi iniciado o estudo dos seus possíveis efeitos. A lista dos fármacos 
detetados é extensa e envolve praticamente todo o tipo de compostos (tais como os 
antibióticos). Devido à sua ocorrência em quantidades vestigiais, a presença de fármacos 
como poluentes, no meio ambiente, tem sido negligenciada nos últimos anos 89,90. No 
entanto, pesquisas recentes sugerem que mesmo em baixas concentrações, os fármacos, 
podem exercer efeitos adversos, tanto na saúde humana como nos ecossistemas 89,91. 
Parte dos fármacos ou produtos resultantes do seu metabolismo ou da sua degradação, 
após administração em humanos, são excretados nas fezes e urina, sendo encaminhados 
para a ETAR. Uma ETAR a funcionar normalmente, apesar de reduzir a carga microbiana 
(cuja eficiência depende da configuração da ETAR), pode não eliminar as bactérias 
resistentes aos antibióticos e estes locais de tratamento podem contribuir para a 
disseminação/proliferação destes microrganismos e/ou dos seus genes 92–94. Para além da 
seleção das bactérias resistentes aos antibióticos, também a transferência horizontal de 
genes pode contribuir para a obtenção de elevadas percentagens de bactérias resistentes 
a antibióticos em águas residuais 92,93,95. 
Assim, os efluentes das ETARs poderão ser a mais importante via de entrada de 
bactérias resistentes nos meios recetores hídricos. Para além dos efluentes, as lamas 
produzidas nas ETARs são também passíveis de conter elevados níveis destes poluentes 
que, ao serem aplicadas nos solos, podem por sua vez contaminar os aquíferos 89,92. 
3. Enterobacteriaceae 
A Enterobacteriaceae é a maior e mais heterogénea família de bacilos Gram-negativos 
(a principal diferença entre bactérias Gram-negativas e Gram-positivas centra-se na parede 
celular) (Figura 11). Cinquenta géneros e centenas de espécies e subespécies foram 
descritas 96,97.  
Os membros desta família apresentam as seguintes características 96: 
 Bacilos Gram-negativos de tamanho moderado (0.3 a 1.0 × 1.0 a 6.0 µm); 
 Podem ser móveis (com flagelos perítricos uniformemente distribuídos pela 
célula) ou imóveis; 
 Não esporulados; 
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 Podem apresentar cápsula (por exemplo, Klebsiella); 
 Podem crescer rapidamente, aerobicamente ou anaerobicamente (anaeróbios 
facultativos), em meios não-seletivos (por exemplo, gelose de sangue) e em 
meios seletivos (por exemplo, MacConkey agar); 
 Requerimentos nutricionais muito simples; 
 Fermentam a glicose; 
 Reduzem nitratos a nitritos;  
 Catalase positiva; 
 Oxidase negativa; 
 Algumas estirpes fermentam a lactose (por exemplo, Escherichia, Klebsiella, 
Enterobacter, Citrobacter e Serratia). 
A distribuição das Enterobacteriaceae é ubíqua, presente globalmente, em vários 
nichos como solo, água e plantas, e é colonizadora do trato intestinal de vários animais, 
incluindo o Homem 96. 
Esta família é responsável por uma grande variedade de patologias humanas e 
animais, nomeadamente infeções no trato urinário e intestinal, meningite, pneumonia e 
septicemia 96,97. No tratamento de infeções, por Enterobacteriaceae, os antibióticos mais 
utilizados são os β-lactâmicos 98. 
As espécies desta família com maior relevância clínica são E. coli e Klebsiella 
pneumoniae (K. pneumoniae), geralmente, associadas a infeções nosocomiais e na 
comunidade 98. Estas espécies têm demonstrado uma crescente resistência aos 
antibióticos, devido, essencialmente, à produção de β-lactamases de espectro alargado 
(ESBLs) e carbapenemases 98–100.   
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Figura 11 - Diferença entre bactérias Gram-positivas (esquerda) e Gram-negativas (direita). A bactéria Gram-positiva 
tem uma camada espessa de peptidoglicano (cor púrpura). A bactéria Gram-negativa apresenta uma fina camada de 
peptidoglicano (linha preta) e uma membrana externa. As estruturas entre parênteses não são encontradas em todas 
as bactérias (adaptado) 96 
3.1. Escherichia coli 
E. coli é a mais comum e o membro mais importante do género Escherichia, sendo uma 
colonizadora comensal do trato gastrointestinal do Homem e de muitos animais. Esta 
relação entre bactéria e hospedeiro é simbiótica, no entanto, a perda e ganho de genes 
conferiu, a este microrganismo, fatores de virulência, tornando-o num agente patogénico 
oportunista 96,101. 
Algumas estirpes patogénicas de E. coli podem originar infeções no sistema 
gastrointestinal, designadas por E. coli intestinais, enquanto outras podem originar infeções 
extraintestinais, designadas por E. coli extraintestinais (ExPEC) 101. 
E. coli é a principal causa de infeções no trato urinário, seja nosocomial ou adquirida 
na comunidade. É, também, frequentemente associada a infeções nos tecidos moles (por 
exemplo, peritonite) e no sistema nervoso central (por exemplo, meningite neonatal). O 
impacto destas infeções, a nível mundial, é muito relevante, com centenas de milhões de 
pessoas afetadas anualmente e com considerável morbilidade e mortalidade em casos de 
complicação, como a septicemia 96,101.  
Uma das principais preocupações, relativamente às estirpes patogénicas de E. coli, é 
o aumento constante, ao longo dos últimos 20 anos, da resistência aos antibióticos devido 
à produção de ESBLs. Evidências sugerem que o aumento da resistência está relacionado 
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com a disseminação mundial, desde 2008, de um clone específico de E. coli – E. coli 
sequence type 131 101,102. 
3.2. Klebsiella pneumoniae 
K. pneumoniae apresenta uma distribuição ubíqua sendo encontrada em vários nichos 
como solo, águas e plantas, e é colonizadora do trato gastrointestinal, da pele e da 
nasofaringe do Homem 103,104. É um dos principais agentes responsáveis por infeções 
nosocomiais como pneumonia, sépsis neonatal, infeção dos tecidos moles e do trato 
urinário 103. É também um importante agente associado a infeções na comunidade, 
incluindo abcesso hepático piogénico, pneumonia e meningite 103,104. 
Os principais fatores de virulência associados são sideróforos, cápsula polisacarídica, 
lipopolissacarídeos e fímbrias 103,105. 
A resistência aos antibióticos da K. pneumoniae representa um grave problema para a 
saúde humana, devido a uma elevada prevalência da resistência aos β-lactâmicos (por 
intermédio, das ESBLs) e aos carbapenemos (por intermédio, das carbapenemases) 103.     
4. Antibióticos 
Em 1928, Alexander Fleming fez uma descoberta importante na área farmacológica, ao 
verificar a inibição de uma cultura bacteriana de Staphylococcus aureus pela ação do fungo 
Penicillium notatum. Surgiu assim a penicilina que algumas décadas depois, passou a ser 
produzida em larga escala, inaugurando uma nova era para a medicina, denominada a “era 
dos antibióticos” 9,106. 
A maior parte dos antibióticos naturais são produzidos por espécies de Streptomyces 
(bactérias filamentosas, geralmente presentes no solo). Uma pequena fração é produzida 
a partir de bactérias formadoras de endosporos, como Bacillus, e outros a partir de fungos 
(geralmente do género Penicillium e Cephalosporium) 9.    
Os antibióticos podem classificados segundo a sua atividade bactericida ou 
bacteriostática 107. Ou podem ser agrupados segundo o seu mecanismo de ação, ou seja, 
sobre o local da bactéria onde é exercido o seu efeito antibacteriano (Figura 12) 9.    
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Figura 12 - Mecanismos de ação dos agentes antimicrobianos (adaptado) 9 
 
i. Inibição da síntese da parede celular: A maioria das bactérias é 
revestida por uma parede celular, em que um dos seus constituintes é designado de 
peptidoglicano. O peptidoglicano está presente exclusivamente nas bactérias, tornando-o 
num alvo de toxicidade seletiva. Desta forma, a ação farmacológica destes antibióticos 
(penicilinas, cefalosporinas, bacitracina, vancomicina) relaciona-se com a inibição da 
síntese do peptidoglicano. Ou seja, impedem a síntese do peptidoglicano, e 
consequentemente a parede celular é muito enfraquecida e a célula sofre lise 9.  
ii. Alteração da permeabilidade da membrana citoplasmática: Certos 
antibióticos, especialmente polipéptidos, alteram a permeabilidade da membrana 
citoplasmática, resultando na perda de metabolitos importantes para a célula bacteriana 9.  
iii. Inibição da síntese proteica: É nos ribossomas das bactérias, que é 
realizada a tradução do ARNm, que permite a síntese das proteínas. Os ribossomas das 
bactérias são estruturalmente diferentes dos ribossomas dos eucariotas. As bactérias 
possuem duas subunidades 30S e 50S (70S), enquanto os ribossomas dos eucariotas 
consistem em duas subunidades 40S e 60S (80S) 9. Os antibióticos, cujo mecanismo de 
ação consiste em interferir na síntese de proteínas, ligam-se às duas subunidades 
ribossomais, interferindo com uma das quatro fases da síntese proteica (iniciação, 
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elongação, translocação e terminação). Como as mitocôndrias possuem ribossomas 70S, 
similares aos das bactérias, os antibióticos deste grupo podem provocar efeitos adversos 
9. 
iv. Inibição da síntese de ácidos nucleicos: Certos antibióticos interferem 
com os processos de replicação e transcrição de ADN, nos microrganismos. O mecanismo 
de ação centra-se nas enzimas ADN girase e topoisomerase IV bacteriana 9.   
v. Inibição dos processos metabólicos: O ácido fólico é uma vitamina que 
que funciona como coenzima, na síntese das purinas e das pirimidinas. As bactérias 
necessitam de ácido fólico, mas não possuem um sistema de obtenção deste do ambiente 
que as rodeia, tendo, necessariamente, de o sintetizar. Desta forma, os antibióticos deste 
grupo atuam imitando o substrato de duas enzimas (o ácido para-aminobenzóico, PABA, 
e o dihidrofolato, DHF) que produzem a forma ativa do ácido fólico, o ácido tetrahidrofólico 
(THF) 9.  
4.1. Antibióticos β-lactâmicos 
O componente estrutural major da parede celular da maioria das bactérias é a camada 
de peptidoglicano 96,108,109. Esta camada define a morfologia bacteriana e mantém a 
integridade celular, preservando a elevada pressão osmótica intracelular 110–112. 
A estrutura básica do peptidoglicano consiste numa cadeia de 10 a 65 resíduos 
dissacarídeos formandos por moléculas de N-acetilglucosamina (NAG) que alternam com 
moléculas de ácido N-acetilmurâmico (NAM). Estas cadeias estão interligadas por pontes 
peptídicas, originando uma estrutura rígida 96. A formação das cadeias e das pontes são 
catalisadas por umas enzimas específicas (por exemplo, transpeptidases, 
transglicosilases, carboxipeptidases) que pertencem a uma ampla família de proteínas, as 
serina-proteases 96,113. Estas enzimas são também designadas por Penicilin-Binding-
Proteins (PBPs), uma vez que, são o local de ação dos antibióticos β-lactâmicos. Os 
antibióticos β-lactâmicos ligam-se especificamente às PBPs (Figura 13), inibindo a 
biossíntese do peptidoglicano 96,108. Por sua vez, este processo ativa autolisinas, que 
degradam a parede celular e destroem a bactéria. Portanto, os antibióticos β-lactâmicos 
apresentam uma atividade bactericida das culturas em crescimento 96,113.  
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Figura 13 - Mecanismo de ação dos antibióticos β-lactâmicos numa bactéria Gram-negativa (adaptado) 114 
Os β-lactâmicos representam a classe de antibióticos mais utilizada na terapêutica 
clínica 115,116, representam mais de 50% do consumo mundial de antibióticos 106,116,117. 
Caracterizam-se pela elevada eficácia terapêutica e baixa toxicidade evidenciando-se das 
restantes classes de antibióticos 118. 
As principais subclasses, desta classe de antibióticos, incluem as penicilinas, 
cefalosporinas, carbapenemos e monobactâmicos, e definem-se pela presença comum do 
anel β-lactâmico, constituído por três átomos de carbono e um átomo de azoto, diferindo 
nas cadeias laterais (Figura 14) 119,120. 
 
 
Figura 14 - Estrutura química das principais subclasses dos antibióticos β-lactâmicos. A vermelho está 
representado o anel β-lactâmico em comum (adaptado) 121 
 
5. Resistência bacteriana 
Os agentes antimicrobianos têm sido amplamente prescritos para a profilaxia e 
tratamento de doenças infeciosas em todo o mundo. A sua utilização tem sido vantajosa e 
quando prescritos e tomados corretamente, apresentam enormes benefícios para o 
paciente 122. Contudo, a sua utilização excessiva e errónea praticada ao longo de décadas 
conduziram ao agravamento das resistências 122,123. Portugal ocupa o nono lugar numa lista 
com 29 países europeus (Figura 15), no que concerne ao consumo de antibióticos 124.  
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Figura 15 - Consumo de Antibióticos em 29 Países da UE, no ano 2011, expresso em Dose Diária Definida/1000 
habitantes/dia (adaptado) 124 
 
Considera-se que uma bactéria é resistente a um ou vários agentes antimicrobianos 
quando estes agentes perdem a capacidade de controlar o crescimento bacteriano 125.  
O desenvolvimento da resistência é um processo evolutivo normal, porém a utilização 
indiscriminada de agentes antimicrobianos, tem acelerado este processo devido à pressão 
seletiva exercida 122. Desta forma, os microrganismos adaptaram-se, por mecanismos de 
aquisição e transferência de genes de resistência presentes em plasmídeos e transposões, 
diminuindo a eficácia dos agentes antimicrobianos 126,127. A título de exemplo, 
Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs 128,129, Staphylococcus aureus resistentes à 
meticilina 127,130 e Enterococcus resistentes à vancomicina 127,131.  
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Atualmente, os vírus, fungos e parasitas, também são resistentes a uma grande parte 
dos fármacos anti-infeciosos 122. Contudo, esta situação é particularmente relevante nas 
bactérias e agrava-se com o aparecimento de novas estirpes resistentes a vários 
antibióticos, em simultâneo, designadas por multirresistentes 132. Segundo Magiorakos, A.-
P. et al., multirresistência define-se como resistência adquirida a pelo menos um agente 
em três ou mais categorias antimicrobianas 133. 
Além do impacto na saúde, as resistências também apresentam um impacto 
económico, pois as infeções causadas por microrganismos resistentes tendem a responder 
cada vez menos à terapêutica, resultando em tratamentos mais longos, com custos mais 
elevados, e maior risco de morte. Por exemplo, na UE, o custo anual, relacionado com a 
resistência dos microrganismos aos agentes antimicrobianos, é estimado em 1.6 biliões de 
euros, acompanhados por mais 2.5 milhões de euros que resultam dos dias adicionais de 
permanência no hospital. Por outro lado, o prolongamento da doença aumenta o risco de 
contágio e o desenvolvimento de multirresistências 134. 
As bactérias possuem mecanismos para se defenderem e resistirem aos efeitos dos 
agentes antimicrobianos. Desta forma, os mecanismos de resistência podem ser 
intrínsecos (ou naturais) ou adquiridos 9. 
5.1. Bases genéticas da resistência aos antibióticos 
A resistência ocorre através de dois grandes mecanismos: mutação num loci do 
cromossoma ou transferência horizontal de genes (Figura 16) 135.  
 
 
Figura 16 - Mecanismos de resistência. A resistência aos antibióticos pode ser resultado de uma mutação benéfica 
(A) ou (B) transferência do gene com resistência aos antibióticos por transformação, conjugação ou transdução 
(adaptado) 135 
Os genes responsáveis pela resistência contidos em plasmídeos, normalmente 
codificam enzimas que reduzem a permeabilidade das células ou inativam os antibióticos. 
Em contraste, a resistência conferida por mutações cromossómicas normalmente envolve 
a modificação do alvo 136,137. 
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Quando se aborda a evolução das bactérias é imprescindível referir as mutações que 
possam ocorrer, quer sejam induzidas quer sejam espontâneas. As mutações induzidas 
devem-se à ação da radiação, como por exemplo a ultravioleta ou ionizante, os agentes 
alquilantes, a hidroxilamina ou a presença de espécies reativas de oxigénio. Se a mutação 
for de caracter benéfico para a bactéria, como no caso da resistência aos antibióticos, então 
tenderá a predominar naquela espécie. Assim, o maior problema da resistência mediada 
por mutação é a sua transmissão às gerações seguintes, o que torna a bactéria resistente, 
predominante 9. 
A transferência horizontal de genes é um processo de aquisição de material genético 
entre bactérias da mesma espécie ou espécies diferentes. Pode ocorrer por mecanismos 
de transformação, conjugação e transdução 135. 
5.1.1. Transformação 
Na transformação a bactéria recebe fragmentos de ADN presentes no meio 
envolvente, que resultam da morte ou lise de outra bactéria. Assim, a bactéria recetora irá 
englobar no seu material genético as frações de ADN adquiridas. Este mecanismo foi 
descoberto em 1928, por Frederick Griffith, em Streptococcus pneumoniae, tendo sido mais 
tarde encontrado em Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae, Neisseria 
meningitidis, Bacillus subtilis e Staphylococcus spp. 9,138.Esta capacidade de englobar 
material genético extracelular e sofrer transformação é designada de competência 9.  
5.1.2. Conjugação  
A conjugação é um processo que ocorre entre células bacterianas, da mesma ou 
de diferentes espécies, que ao entrarem em contacto direto transferem pequenos 
fragmentos de material genético, como por exemplo plasmídeos. Este processo foi 
descoberto por J. Lederberg e E. Tatum, em 1946, ao observarem a transferência de genes 
cromossómicos entre duas estirpes de E. coli 9. O plasmídeo apresenta-se como uma 
porção de ADN extracromossómico, que contém genes que permitem a sua replicação 
autónoma e transferência para outras células. Alguns plasmídeos contêm um grupo de 
genes, designados de tra, que significa transfer, e que têm a capacidade de realizar a 
transferência do mesmo da bactéria dadora para a recetora, por formação do pili 
conjugativo 9,139. 
5.1.3. Transdução 
A transdução envolve a presença de bacteriófagos (também designados de fagos), 
que funcionam como vetores do ADN, do dador para o hospedeiro 9. Cada fago transporta 
um pequeno fragmento de ADN da bactéria destruída anteriormente, protegendo a sua 
integridade das nucleases existentes no meio envolvente 140. Ao infetar uma nova bactéria, 
a porção de ADN irá integrar-se no ADN da bactéria infetada. Este mecanismo explica a 
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rápida propagação e aumento das β-lactamases que conferem resistência em algumas 
bactérias como em Staphylococcus aureus. Pensa-se que a resistência adquirida em 
Staphylococcus aureus à meticilina advém do mecanismo de transdução. Tal é 
fundamentado pelo tamanho reduzido da porção cromossómica que pode ser transportada 
pelo bacteriófago 141. 
5.2. Resistência intrínseca 
A resistência intrínseca ou natural é uma característica intrínseca de um 
microrganismo, que ocorre sem uma exposição prévia ao antibiótico 142. 
A resistência das bactérias a determinados antibióticos deve-se a três possíveis razões: 
a ausência de um processo metabólico influenciável pelo antibiótico; existência de enzimas 
que apresentem a capacidade de inativar o antibiótico; e a presença de particularidades 
inerentes à morfologia bacteriana 143. 
Desta forma, na instituição de terapêutica empírica é fundamental conhecer as 
resistências intrínsecas do agente patogénico, de modo a escolher o tratamento mais 
eficaz e adequado com base no provável diagnóstico clínico 142. 
5.3. Resistência adquirida 
Existem quatro grandes mecanismos de resistência aos antibióticos, nomeadamente, 
produção enzimática, alteração genética do alvo, alteração da permeabilidade e bombas 
de efluxo (Figura 17) 9.  
 
Figura 17 - Mecanismos de resistência adquirida (adaptado) 9 
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Na resistência aos antibióticos β-lactâmicos, as bactérias podem expressar estes 
mecanismos independentemente ou em simultâneo. Assim sendo, os mecanismos 
expressos incluem 144: 
i. Alteração da permeabilidade 
 A alteração da permeabilidade encontra-se associada a bactérias Gram-
negativas que, ao contrário das Gram-positivas, apresentam membrana externa. As 
porinas, também designadas por proteínas de membrana externa (Outer Membrane 
Proteins - OMPs), existentes na membrana das Gram-negativas, são um canal para a 
entrada de nutrientes e outros elementos como os antibióticos, para o espaço 
periplasmático. Modificações genéticas (ausência ou expressão diminuída) nestas 
proteínas diminuem a entrada dos antibióticos β-lactâmicos para o espaço periplasmático 
da célula, promovendo a resistência 9,144. 
ii. Produção de β-lactamases 
 A produção de enzimas β-lactamases é o mecanismo mais importante e 
mais comum de resistência aos antibióticos β-lactâmicos em Enterobacteriaceae 116,144,145. 
As β-lactamases são enzimas com capacidade de hidrolisar o anel β-lactâmico dos 
antibióticos β-lactâmicos, inativando-os antes de atuarem nas PBPs 123. 
iii. Modificações no local ativo das PBPs 
 A modificação do local ativo das PBPs permite a diminuição da afinidade 
com os antibióticos β-lactâmicos, aumentando consequentemente a resistência a estes. 
Esta diminuição da afinidade pode ser efetuada, por exemplo, através de aquisição de 
novas PBPs 116,145.  
iv. Bombas de efluxo 
As bombas de efluxo são um dos tipos de resistência bacteriana que resulta 
da atividade de proteínas que promovem o efluxo do antibiótico do espaço periplasmático 
para o meio extracelular, observando-se uma diminuição da sua concentração no interior 
da célula 9. São determinantes de resistência importantes de Gram-negativos, 
especialmente em Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp.144.  
 
5.3.1. β-lactamases 
A primeira β-lactamase foi identificada, antes do uso generalizado das penicilinas, 
num isolado de Bacillus coli (agora conhecido por E. coli), em 1940, por Abraham e Chain, 
144,146. Este representa o mecanismo mais importante de resistência aos antibióticos β-
lactâmicos em Enterobacteriaceae 116,144,145. 
Existem dois sistemas principais de classificação de β-lactamases: classificação 
molecular de Ambler baseada na homologia de sequências de aminoácidos e classificação 
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funcional de Bush-Jacoby-Medeiros baseada nas características funcionais das enzimas 
(Figura 18) 144,147. 
A classificação molecular de Ambler divide as β-lactamases em classes A 
(penicilinases),B (metalo-β-lactamases),C (cefalosporinases) e D (oxacilinases). As 
classes A, C e D incluem as enzimas com o resíduo serina no centro ativo, por outro lado, 
a classe B inclui enzimas que apresentam iões metálicos no centro ativo (por exemplo, o 
zinco) 144,148,149.  
A classificação funcional de Bush-Jacoby-Medeiros agrupa as β-lactamases em 
quatro grupos funcionais (1 – 4) e em vários subgrupos, de acordo com a similaridade 
funcional (perfil de substrato e inibição) das enzimas incluídas em cada classe do 
esquema de classificação de Ambler 144,147,148. 
 
 
Figura 18 – Sistemas principais de classificação de β-lactamases (adaptado) 149 
 
5.3.1.1. β-lactamases de Espectro Alargado 
As ESBLs são enzimas que apresentam capacidade de hidrolisar as penicilinas, 
cefalosporinas e monobactâmicos, e são inativas nas cefamicinas e carbapenemos. Além 
disso são inibidas pelos inibidores clássicos das β-lactamases como ácido clavulânico, 
sulbactam e tazobactam 149–151.  
A primeira β-lactamase de espectro alargado (ESBL) foi identificada em 1983 
na Alemanha, mas foi na França (em 1985) e nos Estados Unidos da América (nos finais 
da década de 1980 e inícios da década de 1990) que surgiram os primeiros surtos 
nosocomiais. Mais tarde foi descoberto que muitas das estirpes de K. pneumoniae que 
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causaram infeções nosocomiais, na França, eram produtoras de ESBLs 151. Até à década 
de 1990, o principal produtor de ESBLs foi K. pneumoniae, porém após o início do século 
XXI, o número de isolados de E. coli produtores de ESBLs aumentou drasticamente 152.    
Segundo Ambler, as ESBLs pertencem à classe A e incluem três grandes 
grupos: as TEM, SHV e CTX-M 152. 
 β-lactamases do tipo TEM 
A primeira β-lactamase mediada por um plasmídeo em Gram-negativos, a 
TEM-1, foi descrita no início de 1960. A TEM-1 foi originalmente encontrada numa estirpe 
de E. coli, isolada de um paciente chamado Temoniera na Grécia, daí a designação de 
TEM 153. A TEM-1 é a β-lactamase mais frequentemente encontrada em 
Enterobacteriaceae. A localização do gene que a codifica em plasmídeos e transposões 
facilitou a disseminação da TEM-1 em Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, 
Haemophilus influenzae e Neisseria gonorrhoeae 153. A primeira variante de TEM com um 
aumento da atividade contra cefalosporinas de espectro alargado foi a TEM-3. A TEM-3, 
originalmente descrita em 1989, foi a primeira β-lactamase do tipo TEM com fenótipo de 
ESBL. Em retrospetiva, a TEM-3 pode não ter sido a primeira TEM com fenótipo de ESBL. 
Em 1982, em Inglaterra, foi obtido um isolado de Klebsiella oxytoca portador de um 
plasmídeo com um gene que conferia resistência à ceftazidima, a β-lactamase responsável 
é agora designada por TEM-12. Curiosamente, a estirpe veio de uma unidade neonatal 
que tinha sido atingida por um surto de Klebsiella oxytoca portadora de uma TEM-1. Este 
é um bom exemplo do surgimento de ESBLs, como resposta à pressão seletiva induzida 
por cefalosporinas de espectro alargado 151.   
 β-lactamases do tipo SHV 
A família de β-lactamases do tipo SHV pensa-se que são derivadas da 
Klebsiella spp. O progenitor da classe de enzimas SHV, SHV-1, é universalmente 
encontrado em K. pneumoniae. Em muitas estirpes desta espécie, o gene que codifica 
SHV-1 ou o seu aparente precursor (LEN-1) integra o cromossoma bacteriano, assim é 
possível que o gene que codifica a β-lactamase SHV-1 tenha evoluído como um gene 
cromossómico em Klebsiella que depois tenha sido incorporado num plasmídeo e 
disseminado para outras espécies da família Enterobacteriaceae. A SHV-1 confere 
resistência às penicilinas 151. Em 1983, na Alemanha, foi descrita a primeira β-lactamase 
do tipo SHV com fenótipo ESBL, SHV-2, num isolado de K. pneumoniae resistente à 
cefotaxima 153,154. 
 β-lactamases do tipo CTX-M 
A primeira β-lactamases do tipo CTX-M com fenótipo de ESBL foi descrita 
em Munique, no ano de 1990, num isolado de E. coli (isolado do pus de ouvido de uma 
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criança de 4 meses com otite média) que apresentava resistência à cefotaxima e era 
sensível à ceftazidima. A enzima responsável por este fenótipo de ESBL, em particular, foi 
designada por CTX-M-1 devido à atividade hidrolítica exercida preferencialmente sobre a 
cefotaxima (CTX de cefotaxima e o – M de Munique) 155. 
Na primeira década do século XXI, observou-se uma expansão 
extraordinária das β-lactamases do tipo CTX-M, sobre as β-lactamases clássicas TEM e 
SHV, tanto em ambiente hospitalar como comunitário, sendo o tipo de ESBL predominante 
em Enterobacteriaceae 156,157. 
Estas enzimas podem ser divididas em cinco grupos de acordo com o 
alinhamento das sequências de aminoácidos: CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 e 
CTX-M-25. Recentemente foram identificados dois grupos adicionais: CTX-M-74 e CTX-M-
75. A análise filogenética sugere que a CTX-M resultou da mobilização dos genes 
cromossómicos bla, da Kluyvera spp., quando foram integrados em elementos genéticos 
móveis. Os genes blaCTX-M originalmente mobilizados apresentavam uma capacidade de 
hidrólise superior na cefotaxima, comparativamente com a ceftazidima. No entanto, e num 
ponto de vista evolutivo, a enzima CTX-M, através de mutações pontuais, aumentou a 
atividade hidrolítica sobre a ceftazidima, tendo sido identificadas novas variantes 156.  
Mais de 150 CTX-M foram identificadas, sendo a CTX-M-15 e a CTX-M-14 
as variantes mais frequentemente isoladas em humanos, animais e ambiente 156.  
Uma questão preocupante foi observado em muitas regiões do mundo, o 
estado de portador intestinal de Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs do tipo CTX-M 
em indivíduos saudáveis 157. 
6.  Deteção laboratorial de β-lactamases de Espectro Alargado 
O aumento da prevalência de Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs implicou a 
grande necessidade de testar métodos laboratoriais cada vez mais precisos e rápidos, que 
permitam a deteção destas enzimas 153. Desta forma, é possível otimizar a terapêutica 
antimicrobiana e melhorar a assistência ao paciente 158.  
A deteção de ESBLs pode ser realizada através de métodos fenotípicos e genotípicos 
151. 
A deteção fenotípica de Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs consiste na deteção 
de sinergismo de ácido clavulânico com oximino-β-lactâmicos pelo método de difusão em 
agar e/ou pela utilização de sistemas automatizados para determinação da Concentração 
Mínima Inibitória. Caso se verifique a redução da suscetibilidade aos oximino-β-lactâmicos, 
deve ser realizado um teste confirmatório através do uso de um inibidor clássico das 
ESBLs, como o ácido clavulânico 159. A técnica e a avaliação do perfil de suscetibilidade 
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devem ser realizadas conforme as diretrizes do Clinical and Laboratory Standards Institute 
(CLSI) ou European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) 160,161. 
Existem outras metodologias bioquímicas que permitem a deteção rápida e presuntiva 
de Enterobacteriaceae produtoras de ESBL, como por exemplo o Teste ESBL NDP 
(Nordmann/Dortet/Poirel). Este teste consiste na deteção da hidrólise do anel β-lactâmico 
da cefotaxima que é inibida pela adição do tazobactam. A atividade da ESBL é evidenciada 
pela mudança de cor (vermelho para amarelo) do indicador de pH (vermelho de fenol) pela 
formação do ácido carboxílico, que resultou da hidrólise da cefotaxima. Esta hidrólise é 
inibida pela adição do tazobactam (teste positivo) 162. 
Os métodos genotípicos como PCR (Polimerase Chain Reaction), PCR em tempo real, 
microarray e sequenciação, permitem a deteção de genes codificadores de ESBLs. Estes 
apresentam-se como uma alternativa vantajosa devido ao elevado nível de especificidade 
e sensibilidade. No entanto apresentam custos elevados e requem profissionais 
especializados 151,163,164. 
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O objetivo deste estudo consistiu na deteção de Enterobacteriaceae produtoras de 
β-lactamases de espetro alargado em lamas de ETAR, da zona Norte. Simultaneamente, 
apesar de não ser o objetivo primordial, foi também dada atenção à presença de bactérias 
Gram-negativas que apresentaram redução da suscetibilidade aos carbapenemos. 
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1. Origem das amostras de lamas de ETAR 
As amostras de lamas de ETAR, utilizadas neste estudo, foram disponibilizadas por 
nove ETARs (Figura 19), da zona Norte. Sendo elas: ETAR de Agra, ETAR de Serzedelo, 
ETAR de Lordelo, ETAR da Rabada, ETAR de Sobreiras, ETAR do Freixo, ETAR da 
Madalena, ETAR de Febros e ETAR da Ponte da Ribeira.  
Cada ETAR forneceu uma amostra de lama de ETAR desidratada. A ETAR de 
Sobreiras, além da amostra de lama de ETAR desidratada, também forneceu uma amostra 
de lama de ETAR estabilizada com cal.  
 
Figura 19 – Distribuição geográfica das ETARs que cederam amostras de lamas de ETAR 
 
Legenda: ETAR de Agra, ETAR de Serzedelo,  ETAR de Lordelo,  ETAR da Rabada, ETAR 
de Sobreiras,  ETAR do Freixo, ETAR da Madalena,  ETAR de Febros, ETAR da Ponte da 
Ribeira. 
Com esta distribuição geográfica podemos compreender se a problemática das 
Enterobacteriaceae produtoras de ESBL, presentes em lamas de ETAR, é uma realidade 
na zona Norte. Uma vez que, estas infraestruturas situam-se nos distritos mais populosos 
(Porto, Braga e Aveiro) da zona Norte de Portugal, servindo um total de mais de 1.5 milhões 
de habitantes. Além disso, verificar se existem diferenças de acordo com o tipo de 
população de cada zona – mais urbana ou mais rural. 
2. Processamento das amostras de lamas 
As dez amostras de lamas residuais (com cerca de 200 g) foram recolhidas para 
frascos estéreis e transportadas à temperatura ambiente no prazo de 24h após colheita. 
Uma vez no laboratório, as amostras foram imediatamente processadas. 
Material e Métodos 
53 
 
Inicialmente foram testadas três metodologias, de modo, a escolher qual a metodologia 
que melhor se adequava ao tipo amostra: 
 1ª Metodologia: pesou-se 1g de cada amostra e suspendeu-se em 40 ml 
de água peptonada estéril. A partir desta suspensão (previamente incubada a 37°C, 
durante 18h a 24h) inoculou-se 100 μl pela técnica de espalhamento em meio de cultura 
de MacConkey agar (Liofilchem, Itália) – meio de cultura seletivo e diferencial para 
diferenciação de bacilos de Gram-negativo fermentadores e não fermentadores da lactose 
–, sem e com antibiótico: ampicilina (100 μg/ml), ciprofloxacina (2 μg/ml), cefotaxima (2 
μg/ml), e meropenemo (2 μg/ml). A avaliação e seleção de isolados de bacilos Gram-
negativo, de diversos morfotipos em cada meio de cultura, realizou-se após a incubação a 
37°C durante 18h a 24h. 
 2ª Metodologia: pesou-se 1g de cada amostra e suspendeu-se em 20 ml 
de caldo TSB (caldo triptona de soja) estéril. A partir desta suspensão (previamente 
incubada a 37°C, durante 18h a 24h) inoculou-se 100 μl pela técnica de espalhamento em 
meio de cultura de MacConkey agar (Liofilchem, Itália), sem e com antibiótico: ampicilina 
(100 μg/ml), ciprofloxacina (2 μg/ml), cefotaxima (2 μg/ml), e meropenemo (2 μg/ml). A 
avaliação e seleção de isolados de bacilos Gram-negativo, de diversos morfotipos em cada 
meio de cultura, realizou-se após a incubação a 37 °C durante 18h a 24h. 
 3ª Metodologia: pesou-se cerca de 1g de cada amostra e suspendeu-se 
em 10 ml de soro fisiológico. A partir desta suspensão (sem incubação) inoculou-se 100 μl 
pela técnica de espalhamento em meio de cultura de MacConkey agar (Liofilchem, Itália), 
sem e com antibiótico: ampicilina (100 μg/ml), ciprofloxacina (2 μg/ml), cefotaxima (2 
μg/ml), e meropenemo (2 μg/ml). A avaliação e seleção de isolados de bacilos Gram-
negativo, de diversos morfotipos, em cada meio de cultura realizou-se após a incubação a 
37 °C durante 18h a 24h.  
Em todas as metodologias, a seleção incidiu preferencialmente em bacilos Gram-
negativo fermentadores da lactose, tendo em atenção o crescimento relevante de bacilos 
Gram-negativos não fermentadores da lactose.  
Como não existiram diferenças entre as metodologias, não havendo necessidade de 
enriquecimento, a escolha recaiu na utilização de soro fisiológico. Desta forma, o 
processamento da amostra não influencia o crescimento dos microrganismos ao prover 
nutrientes e condições, que à priori, os microrganismos não possuem quando são 
aplicados nos solos em conjunto com as lamas.   
Através do conhecimento obtido, ao testar as três metodologias, a metodologia foi 
otimizada: pesou-se cerca de 1g de cada amostra e suspendeu-se em 10 ml de soro 
fisiológico. A partir desta suspensão inoculou-se 100 μl pela técnica de espalhamento em 
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meio de cultura de MacConkey agar (Liofilchem, Itália), sem e com antibiótico β-lactâmico: 
cefotaxima (2 μg/ml), e meropenemo (2 μg/ml). A avaliação e seleção de isolados de 
bacilos Gram-negativo, de diversos morfotipos, em cada meio de cultura realizou-se após 
a incubação a 37 °C durante 24h. A seleção incidiu preferencialmente em bacilos Gram-
negativo fermentadores da lactose, tendo em atenção o crescimento relevante de bacilos 
Gram-negativos não fermentadores da lactose. 
De modo, a confirmar o crescimento e a obtenção de culturas puras, os isolados 
selecionados a partir do meio de cultura de seleção, foram novamente isolados no 
respetivo meio de seleção. 
A capacidade seletiva dos meios de cultura de MacConkey agar, sem e com antibiótico 
de seleção: cefotaxima (2 μg/ml) e meropenemo (2 μg/ml) foram avaliados através da 
estirpe controlo, E. coli ATCC (American Type Culture Collection) ® 25922 (ATCC, Estados 
Unidos da América). A estirpe controlo cresce em meio de cultura sem antibiótico β-
lactâmico, no entanto, o seu crescimento é inibido em meios de cultura com antibiótico β-
lactâmico, garantindo a capacidade de seleção dos respetivos meios. 
3. Determinação do fenótipo de resistência aos antibióticos em 
isolados de lamas de ETAR 
3.1. Teste de suscetibilidade aos antibióticos pelo método de difusão 
em agar 
A determinação do fenótipo de resistência aos antibióticos em isolados de lamas de 
ETAR foi efetuada através do teste de suscetibilidade aos antibióticos β-lactâmicos, pelo 
método de difusão em agar (também conhecido pelo método de Kirby-Bauer), conforme as 
diretrizes do CLSI. Também a avaliação do perfil de suscetibilidade foi interpretada de 
acordo com o CLSI. 
Assim, para a realização do teste de suscetibilidade foi preparada uma suspensão 
bacteriana com turvação de 0,5 na escala de McFarland. Para tal, ressuspenderam-se três 
a cinco colónias, bem isoladas e morfologicamente semelhantes, em cerca de 5ml de soro 
fisiológico estéril. A suspensão bacteriana preparada foi inoculada no meio de cultura 
Müeller-Hinton (Liofilchem, Itália), em três direções, perpendiculares entre si, por toda a 
superfície do meio de cultura (Figura 20).  
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Após 10 minutos da inoculação do meio de cultura, foram aplicados os seguintes 
antibióticos (Liofilchem, Itália), representativos do grupo dos antibióticos β-lactâmicos: (a) 
Penicilinas – ampicilina (AML) (10μg), amoxicilina e ácido clavulânico (AUG (30μg); (b) 
Cefalosporinas – cefoxitina (FOX) (30μg), ceftazidima (CAZ) (30μg), cefotaxima (CTX) 
(30μg), cefepime (FEP) (30μg); (c) Monobactâmicos – aztreonamo (ATM) (30μg); (d) 
Carbapenemos – imipenemo (IMI) (10μg), ertapenemo (ETP) (10μg). 
Os diâmetros dos halos de inibição de crescimento bacteriano foram medidos para 
cada um dos antibióticos e foi observada a presença de sinergismo e/ou antagonismo, 
após 18h a 24h de incubação, a 37C. Os resultados foram analisados de acordo com as 
normas do CLSI, segundo as quais o diâmetro do halo de inibição analisado, classifica as 
estirpes nas categorias, sensível (S), resistente (R) ou intermédio (I). Utilizou-se a estirpe 
controlo E. coli ATCC® 25922 (ATCC, Estados Unidos da América) para verificação da 
suscetibilidade a todos os antibióticos β-lactâmicos. 
3.2. Deteção fenotípica de β-lactamases de Espectro Alargado    
3.2.1. Sinergismo de oximino-β-lactâmicos com ácido clavulânico no teste de 
suscetibilidade aos antibióticos β-lactâmicos pelo método de difusão em agar 
A deteção fenotípica da expressão de ESBLs foi avaliada pela presença de 
sinergismo entre o disco da associação amoxicilina com ácido clavulânico e os discos de 
oximino-β-lactâmicos, pelo método de difusão em agar.  
Um aumento do halo de inibição do(s) oximino-β-lactâmico(s) originado pelo 
sinergismo do ácido clavulânico, do disco da associação amoxicilina com ácido clavulânico, 
é indicado como um resultado positivo, ou ainda a formação de uma terceira zona de 
inibição de crescimento designada por “ghost zone” (Figura 21). 
Figura 20 - Inoculação da suspensão bacteriana no meio de cultura 
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Figura 21 - Fenótipo típico de um isolado produtor de ESBL 
 
3.2.2. Teste de adição de ácido clavulânico    
O teste de adição de ácido clavulânico foi realizado para detetar e/ou confirmar a 
presença de ESBLs. Assim, foi adicionado 10uL de uma solução de ácido clavulânico (1000 
µg/µl) (inibidor de β-lactamases) ao disco de oximino-β-lactâmico que apresentou maior 
redução da suscetibilidade, no método de difusão em agar.  
Um aumento igual ou superior a 5mm entre o halo de inibição do oximino-β-
lactâmico com ácido clavulânico, comparativamente ao halo de inibição de oximino-β-
lactâmico sem ácido clavulânico indica a presença de produção de ESBL (Figura 22). 
 
 
Figura 22 – Presença de ESBL detetada pela adição de ácido clavulânico. Aos discos de oximino-β-lactâmicos 
marcados com um ponto preto foi adicionado ácido clavulânico 
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4. Identificação dos isolados de lamas residuais com perfil de 
suscetibilidade relevante aos agentes antimicrobianos 
A identificação presuntiva dos isolados de lamas residuais, que apresentaram um perfil 
de suscetibilidade relevante aos agentes antimicrobianos, foi realizada com recurso ao 
CHROmagar™ Orientation (CHROmagar, França). Sendo confirmada através da galeria 
API®20E (Biomérieux, França) e/ou galeria de identificação ID32 GN (Biomérieux, França).   
5. Determinação do genótipo de resistência aos antibióticos em 
isolados de lamas residuais 
5.1. Extração de ADN bacteriano 
Para a caracterização genotípica dos isolados em estudo foi inicialmente realizada a 
extração de ADN por fervura (boiling-centrifugation) que consiste, como o próprio nome 
indica, na lise da suspensão bacteriana por fervura.  
Assim, os isolados foram novamente isolados em meio de cultura CLED (Liofilchem, 
Itália), de forma a obter colónias puras e recentes. Após a incubação a 37C durante um 
período de 18h a 24h, foram ressuspendidas 2 a 5 colónias em 100µl de água destilada 
estéril. Posteriormente realizou-se, tal como referido anteriormente, a extração de ADN por 
fervura a 100C durante 10 minutos. Seguidamente foram removidos os resíduos celulares 
por centrifugação, durante 5 minutos a 10000 rpm. Os sobrenadantes obtidos, contendo 
ADN bacteriano, foram conservados a -20C para serem submetidos à reação de 
amplificação por PCR. 
5.2. Determinação dos genes que codificam β-lactamases 
 Nos isolados de lamas residuais que apresentaram produção de ESBL, no teste de 
suscetibilidade aos antibióticos β-lactâmicos e/ou na adição de ácido clavulânico ao disco 
de oximino-β lactâmico com maior redução de suscetibilidade, foi realizada a determinação 
dos genes produtores de β-lactamases. Esta determinação foi efetuada pelo método de 
amplificação por PCR. 
 Preparou-se, então, uma mistura constituída pelos seguintes componentes: tampão 
da reação, cloreto de magnésio (MgCl2), primers específicos (forward e reverse), 
desoxirribunocleotídeos (dNTP´s) e Taq polimerase. A esta mistura adicionou-se 2µl de 
ADN bacteriano e água ultra pura estéril de modo a perfazer um volume final de 25µl. As 
concentrações dos componentes e condições das reações de amplificação foram ajustadas 
de acordo com o descrito na bibliografia para os primers utilizados, reagentes e tamanho 
do fragmento a amplificar. As reações de PCR foram realizadas no termociclador T100™ 
Thermal Cycler (Bio-Rad, Estados Unidos da América).  
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 O estudo incidiu na deteção molecular das famílias da classe A das ESBLs mais 
frequentes e da classe D, utilizando primers e condições de amplificação específicas, para 
deteção dos genes blaTEM, blaSHV, blaCTX-M e blaOxA. A pesquisa dos genes foi efetuada 
através de duas reações de PCR distintas, PCR multiplex utilizando primers (Tabela 4) e 
condições de amplificação específicos para deteção dos genes blaTEM, blaSHV e blaOxA 165 e 
PCR multiplex utilizando primers (Tabela 4) e condições de amplificação específicos para 
deteção dos genes blaCTX-M grupo 1, blaCTX-M grupo 2 e blaCTX-M grupo 25 166. Além disso, no sentido 
de averiguar a possível produção de carbapenemases, pelos isolados que apresentaram 
redução da suscetibilidade aos carbapenemos no teste de suscetibilidade aos antibióticos 
β-lactâmicos pelo método de difusão em agar, foi realizado por PCR multiplex utilizando 
primers (Tabela 4) e condições de amplificação específicos a deteção dos genes blaIMP, 
blaVIM, blaOXA-48, blaNDM e blaKPC 167. 
 
Tabela 4 - Grupo de primers específicos utilizados nas reações de PCR 
Gene Primers Sequência do Primer (5’→ 3’) 
Tamanho 
de produto 
amplificado 
(pares de 
base) 
Referência 
blaTEM 
TEM forward 
 
5’-CATTTCCGTGTCGCCCTTATTC-3’ 
800 165 
TEM reverse 
 
5’-CGTTCATCCATAGTTGCCTGAC-3’ 
blaSHV 
SHV forward 
 
5’-AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC-3’ 
713 165 
SHV reverse 
 
5’-ATCCCGCAGATAAATCACCAC-3’ 
blaOXA 
OXA forward 
 
5’-GGCACCAGATTCAACTTTCAAG-3’ 
564 165 
OXA reverse 
 
5’-GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG-3’ 
blaCTX-M grupo 1 
CTX-M 
Grupo 1 
forward 
 
5’-AAAAATCACTGCGCCAGTTC-3’ 
415 166 
CTX-M 
Grupo 1 
reverse 
 
5’-AGCTTATTCATCGCCACGTT-3’ 
blaCTX-M grupo 2 
CTX-M 
Grupo 2 
forward 
5’- CGACGCTACCCCTGCTATT -3’ 552 166 
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CTX-M 
Grupo 2 
reverse 
5’- CCAGCGTCAGATTTTTCAGG-3’ 
blaCTX-M grupo 25 
CTX-M 
Grupo 25 
forward 
5’- GCACGATGACATTCGGG -3’ 
327 166 
CTX-M 
Grupo 25 
reverse 
5’- AACCCACGATGTGGGTAGC -3’ 
blaIMP 
IMP forward 
 
5’-GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC-3’ 
232 167 
IMP reverse 
 
5’-GGTTTAAYAAAACAACCACC-3’ 
blaVIM 
VIM forward 
 
5’-GATGGTGTTTGGTCGCATA-3’ 
390 167 
 
VIM reverse 5’-CGAATGCGCAGCACCAG-3’ 
blaOXA-48 
OXA-48 
forward 
5’-GCGTGGTTAAGGATGAACAC-3’ 
438 167 
OXA-48 
reverse 
5’-CATCAAGTTCAACCCAACCG-3’ 
blaNDM 
NDM forward 
 
5’-GGTTTGGCGATCTGGTTTTC-3’ 
621 167 
NDM reverse 
 
5’-CGGAATGGCTCATCACGATC-3’ 
blaKPC 
KPC forward 
 
5’-CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG-3’ 
798 167 
KPC reverse 
 
5’- CTTGTCATCCTTGTTAGGCG-3’ 
 
5.3. Identificação dos produtos de PCR por eletroforese  
 Os amplicões obtidos nas reações de PCR foram analisados por eletroforese em gel 
de agarose a 2%. Assim, pesou-se 2 gramas de agarose e dissolveu-se em 100 ml de 
tampão TAE (National Diagnosis, Estados Unidos da América), com o auxílio de calor, 
resultando numa solução transparente e homogénea. Depois de ligeiramente arrefecida a 
solução (sem solidificar), adicionou-se 5 µl de Midori Green Advance DNA Stain (Nippon 
Genetics, Japão) para posterior visualização no transiluminador Gel Doc™ XR+System 
(Bio-Rad, Estados Unidos da América). Numa tina de electroforese colocou-se o gel, o 
pente, e esperou-se até o gel solidificar. Nos poços, com recurso a uma micropipeta, 
colocou-se 5µl dos amplicões, e deixou-se correr a 100 Volts durante cerca de 60 minutos. 
O tamanho dos fragmentos obtidos foi estimado por comparação com o marcador de peso 
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molecular e com o tamanho do fragmento do controlo positivo utilizado nas reações de 
PCR. 
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1. Isolados obtidos no processamento das amostras de lamas 
de ETAR  
 Do processamento das dez amostras de lamas de ETAR, 55 isolados apresentaram 
resistência a pelo menos um oximino-β-lactâmico ou a um carbapenemo, pelo método de 
difusão em agar (Anexo 1).  
 Todos os isolados foram obtidos, exclusivamente, do processamento de lamas de 
ETAR desidratadas. Do processamento da amostra de lama de ETAR estabilizada com cal 
não foi obtido crescimento. 
 A Figura 23 apresenta a distribuição geográfica das ETARs e o número dos 
respetivos isolados que apresentaram resistência a pelo menos um oximino-β-lactâmico 
ou a um carbapenemo, pelo método de difusão em agar. 
 
Figura 23 - Distribuição geográfica das ETARs e número dos respetivos isolados que apresentaram resistência a 
pelo menos um oximino-β-lactâmico ou carbapenemo 
Legenda:  ETAR de Agra, ETAR de Serzedelo, ETAR de Lordelo, ETAR da Rabada, ETAR de 
Sobreiras, ETAR do Freixo, ETAR da Madalena, ETAR de Febros,  ETAR da Ponte da Ribeira, * Não foram 
detetados isolados produtores de ESBLs. 
 A partir da Figura 23 verificamos que o maior número de isolados pertencem a ETARs 
de zonas urbanas (ETAR de Sobreiras – 12 isolados e ETAR da Madalena – 10 isolados). 
Seguindo-se a ETAR de Ponte da Ribeira com 7 isolados, ETAR de Febros com 6 isolados, 
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ETAR de Serzedelo com 5 isolados. As ETARs de Agra, da Rabada e do Freixo 
apresentaram o mesmo número de isolados (4). E por último a ETAR de Lordelo 
apresentou 3 isolados. Assim, podemos deduzir que a presença de bactérias resistentes 
aos agentes antimicrobianos, presentes em lamas de ETAR, não é exclusiva das zonas 
urbanas. As zonas rurais também apresentam elevados níveis de resistência superando 
mesmo uma ETAR da zona urbana (ETAR do Freixo), demonstrando a disseminação deste 
tipo de bactérias. 
1.1. Lamas de ETAR estabilizadas com cal 
A metodologia do processamento da amostra de lama de ETAR estabilizada com 
cal foi igual à metodologia do processamento das amostras de lamas de ETAR 
desidratadas. No entanto, como não foi obtido crescimento (Figura 24), e de forma a 
garantir/ confirmar a ausência de crescimento bacteriano, recorreu-se a uma metodologia 
ligeiramente diferente. Esta metodologia, em relação à inicial, só difere na suspensão da 
amostra que foi realizada com caldo de TSB (em substituição do soro fisiológico). Assim, 
este meio nutritivo facilitaria o crescimento bacteriano, caso existisse a presença de 
bactérias na amostra.    
 
Figura 24 - Resultado do processamento da amostra da lama de ETAR estabilizada com cal, suspensa em soro 
fisiológico 
Contudo, a ausência de crescimento bacteriano (Figura 25) foi confirmada através 
desta metodologia alternativa. Este resultado está de acordo com estudos internacionais 
168,169, que demonstraram que a estabilização das lamas com cal diminui significativamente 
a presença de bactérias resistentes aos antibióticos (bem como, bactérias Gram-negativas 
no geral pois não houve crescimento em meio de MacConkey agar) em lamas de ETAR, 
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em comparação com outros métodos. Portanto, este método pode ser uma medida eficaz 
no controlo da disseminação de bactérias resistentes aos antibióticos por lamas de ETAR. 
 
Figura 25 - Resultado do processamento da amostra da lama de ETAR estabilizada com cal, suspensa em TSB 
 
1.2. Lamas de ETAR desidratadas 
  Dos 55 isolados, provenientes das amostras de lamas de ETAR desidratadas que 
apresentaram resistência a pelo menos um oximino-β-lactâmico ou carbapenemo, 25 
isolados foram selecionados em MacConkey agar com cefotaxima e 30 isolados foram 
selecionados em MacConkey agar com meropenemo. 
2. Deteção fenotípica de ESBLs nos isolados de lamas 
residuais 
A deteção fenotípica da expressão de ESBLs foi avaliada pela presença de sinergismo 
entre o disco da associação amoxicilina com ácido clavulânico e os discos de oximino-β-
lactâmicos, pelo método de difusão em agar. Na Figura 26 está representado um exemplo 
deste tipo de isolados. 
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Figura 26 – Fenótipo típico de um isolado produtor de ESBL. Isolado oriundo da amostra de lama de ETAR de 
Lordelo, selecionado com cefotaxima 
 
Na ausência de sinergismo ou confirmação da suspeita de sinergismo, a deteção de 
ESBLs foi efetuada pelo teste de adição de ácido clavulânico ao disco de oximino-β-
lactâmico com maior redução de suscetibilidade apresentada no teste de suscetibilidade 
aos antibióticos β-lactâmicos. Neste teste verificou-se um aumento igual ou superior a 5mm 
entre o halo de inibição do oximino-β-lactâmico (cefotaxima/ ceftazidima) com ácido 
clavulânico, comparativamente ao halo de inibição do oximino-β-lactâmico 
(cefotaxima/ceftazidima) sem ácido clavulânico (Figura 27). 
 
Figura 27 – Teste de adição do ácido clavulânico positivo. Isolado oriundo da amostra de lama de ETAR de 
Serzedelo 
 
Foram detetados fenotipicamente 8 isolados produtores de ESBL (5 E. coli e 3 K. 
pneumoniae). Estes foram selecionados em MacConkey agar com cefotaxima, tal como 
expectável, uma vez que estas enzimas hidrolisam esta cefalosporina.  
O perfil de suscetibilidade aos antibióticos destes isolados encontra-se na Tabela 5:
Resultados e Discussão 
 
66 
 
 
 
Tabela 5 - Caracterização do fenótipo de resistência aos antibióticos β-lactâmicos dos isolados produtores de ESBLs detetados através da observação do sinergismo entre os oximino-
β-lactâmicos e o ácido clavulânico com amoxicilina ou pelo teste de adição do ácido clavulânico 
Isolado Origem 
 
Suscetibilidade aos antibióticos β-lactâmicos 
(halo em mm) * 
 
Identificação 
AML    
10 µg  
AUG 
30 µg 
CTX      
30 µg 
CAZ         
30 µg 
FEP          
30 µg 
ATM          
30 µg 
FOX            
30 µg 
IMI         
10 µg 
ETP         
10 µg 
8CTXC ETAR de Sobreiras 6 15 7 (sy) 12 (sy) 18 (sy) 11 22 >30 28 
K. pneumoniae 
9CTXD ETAR de Madalena 6 16 14 (sy) 20  20 16 (sy) 25 30 30 
E. coli** 
13CTXA ETAR de Serzedelo 6 18 9 (sy) 18 21 15 26 28 28 
E. coli** 
14CTXA ETAR de Lordelo 6 11 6 (sy) 11 (sy) 18 (sy) 9 (sy) 28 26 >30 
K. pneumoniae 
16CTXA ETAR da Rabada 6 16 14 (sy) 22 >30 20 28 >30 30 
K. pneumoniae** 
16CTXB ETAR da Rabada 6 20 19 (sy) 28 >30 28 >30 >30 >30 
E. coli** 
18CTXA ETAR de Febros 6 6 6 (sy) 20 23 15 25 30 26 
E. coli** 
18CTXC ETAR de Febros 6 6 22 (sy) 25 28 24 30 >30 30 
E. coli** 
Legenda: * antibióticos β-lactâmicos: AUG - amoxicilina com ácido clavulânico, AML - ampicilina, CTX - cefotaxima, CAZ - ceftazidima, FEP - cefepime, ATM - aztreonamo, FOX - cefoxitina, IMP - 
imipenemo, ETP – ertapenemo. sy – sinergismo entre o oximino-β-lactâmico e amoxicilina com ácido clavulânico. ** halo superior a 5 mm no teste de adição do ácido clavulânico. Avaliação qualitativa 
da resistência aos antibióticos β-lactâmicos segundo diretrizes do CLSI (2014): Isolado resistente; Isolado com sensibilidade intermédia; Isolado sensível.
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Através do perfil de suscetibilidade dos isolados podemos depreender que todos os 8 
isolados são resistentes a dois ou mais oximino-β-lactâmicos. Como seria de esperar, pois 
é uma característica das ESBLs. A resistência dos isolados 14CTXA, 18CTXA e 18CTXC 
e a sensibilidade intermédia dos isolados 8CTXC, 9CTXD e 16CTXA à combinação de β-
lactâmico/ inibidor das β-lactamases (amoxicilina com ácido clavulânico) pode ser 
explicada pela presença simultânea de outros mecanismos de resistência. Como por 
exemplo, produção de enzimas AmpC, produção de enzimas OXA, hiperprodução de TEM 
ou diminuição da permeabilidade 170,171. No entanto, os 8 isolados apresentaram 
sensibilidade em relação aos carbapenemos, o que foi também demonstrado por Zarfel,G 
et al. 172, podendo indicar a ausência de produção de carbapenemases. 
Curiosamente foram detetados mais isolados produtores de ESBLs em ETARs de 
zonas rurais (ETAR da Rabada com 2 isolados e ETAR de Febros com 2 isolados).  
A Figura 28 apresenta a localização das ETARs onde foram detetados isolados 
produtores de ESBLs, bem como, os hospitais e as unidades de cuidados continuados 
integrados (UCCI) circundantes a estas.  
 
Figura 28 - Distribuição geográfica das ETARS onde foram detetados isolados produtores de ESBLs, bem como, 
hospitais e UCCI circundantes 
Legenda: ETAR de Serzedelo, ETAR de Lordelo, ETAR da Rabada, ETAR de Sobreiras, ETAR da 
Madalena, ETAR de Febros, Hospitais Públicos, Hospitais Privados, Hospitais privados com valência de 
Unidade de Cuidado Continuado Integrado, UCCI. 
Através da Figura 28 podemos verificar que as ETARs de zonas urbanas (ETAR de 
Sobreiras e ETAR da Madalena) apresentam um elevado número de hospitais nas 
Resultados e Discussão 
 
68 
 
proximidades, por outro lado, as ETARs de zonas rurais (ETAR de Serzedelo, ETAR de 
Lordelo, ETAR da Rabada e ETAR de Febros) possuem mais unidades de cuidados 
continuados integrados circundantes.  
A Figura 29 apresenta uma perspetiva com maior pormenor dos hospitais e UCCI que 
rodeiam as ETARs de Sobreiras, da Madalena e de Febros.  
 
Figura 29 - Distribuição geográfica pormenorizada das ETARs de Sobreiras, da Madalena e de Febros onde foram 
detetados isolados produtores de ESBLs, bem como, distribuição dos hospitais e UCCI circundantes 
 
Legenda: ETAR de Sobreiras, ETAR da Madalena, ETAR de Febros, Hospitais Públicos, Hospitais 
Privados, Hospitais privados com valência de Unidade de Cuidado Continuado Integrado, UCCI, Hospital 
Militar Nº1, CUF Porto Hospital,  Hospital Pedro Hispano, Hospital de Magalhães Lemos, Hospital 
da Arrábida, Centro Hospitalar de Vila Nova de Gaia/Espinho – Unidade II, Residência Montepio Gaia, 
Centro Hospitalar de Vila Nova de Gaia/Espinho – Unidade I, CliHotel de Gaia, Hospital-Escola da Universidade 
Fernando Pessoa, Centro Hospitalar do Porto – Hospital Joaquim Urbano, Hospital São Martinho, 
Centro Hospitalar São João, Hospital da Prelada, Hospital Lusíadas Porto, Centro Hospitalar do Porto – 
Maternidade Júlio Dinis, Centro Hospitalar do Porto – Hospital Geral de Santo António, Venerável Ordem 
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Terceira de São Francisco, Hospital do Terço, Hospital Privado dos Clérigos, Hospital da Ordem do 
Carmo, Hospital da Ordem da Trindade, Centro Hospitalar do Porto – Hospital Maria Pia, Hospital da Lapa, 
Hospital de Santa Maria. 
A Figura 30 apresenta uma perspetiva com maior pormenor dos hospitais e UCCI que 
rodeiam as ETARs da Rabada, de Lordelo e de Serzedelo.  
 
 
Figura 30 - Distribuição geográfica pormenorizada das ETARs da Rabada, de Lordelo e de Serzedelo onde foram 
detetados isolados produtores de ESBLs, bem como, distribuição dos hospitais e UCCI circundantes 
Legenda: ETAR da Rabada, ETAR de Lordelo, ETAR de Serzedelo,   Hospitais Públicos, Hospitais 
Privados, Hospitais privados com valência de Unidade de Cuidado Continuado Integrado, UCCI,  Centro 
Hospitalar do Médio Ave – Unidade de Famalicão, Hospital Privado da Trofa, Centro Hospitalar do Médio Ave – 
Unidade de Santo Tirso,  Divino Salvador,  Hospital Narciso Ferreira – Irmandade da Santa Casa da Misericórdia 
de Riba de Ave, Celestial Ordem Terceira da Santíssima Trindade,  Santa Casa da Misericórdia de Vizela, 
Centro Social da Paróquia de Santa Eulália de Nespereira, Hospital Privado de Guimarães, Centro Hospitalar 
do Alto Ave – Unidade de Guimarães, Santa Casa da Misericórdia de Guimarães. 
A presença de isolados produtores de ESBLs em lamas de ETARs de zonas urbanas 
pode ser explicada pelo facto das ETARs provavelmente receberem as águas residuais 
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provenientes dos hospitais, tanto públicos como privados. Através da Figura 29 pode-se 
visualizar o elevado número de hospitais que estão nas proximidades da ETAR de 
Sobreiras. No caso da ETAR de Madalena o número de hospitais nas proximidades é 
inferior (quando comparada com a ETAR de Sobreiras), no entanto as águas residuais 
destes podem contribuir para a presença deste tipo de isolados.  
Por outro lado, nas ETARs de zonas rurais (ETAR de Serzedelo, ETAR de Lordelo, 
ETAR da Rabada e ETAR de Febros), onde foram detetados um maior número de isolados 
produtores de ESBLs, a presença deste tipo de bactérias pode relacionar-se com as UCCI 
circundantes (que estão em maior número em relação aos hospitais) (Figura 29 e Figura 
30). Não há indicações acerca do percurso das águas residuais das UCCI, no entanto, 
tendo em conta a sua localização supõe-se que são as ETARs das proximidades que fazem 
a gestão das águas residuais. Assim, as unidades de cuidados continuados integrados 
podem apresentar um papel preponderante na presença de ESBLs nas lamas destas 
ETARs. Deverá realizar-se estudos futuros no sentido de avaliar esta realidade. 
3. Identificação dos isolados de lamas residuais 
A identificação presuntiva, através do CHROmagar™ Orientation, foi realizada em 
todos os 55 isolados. No entanto, nos 8 isolados que apresentaram um fenótipo de ESBL, 
a identificação foi confirmada através da galeria API®20E e/ou galeria de identificação ID32 
GN. 
O Gráfico 1 apresenta a identificação em função do número de isolados: 
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Gráfico 1- Identificação dos 55 isolados de lamas residuais desidratadas em função do número de isolados 
 Através do Gráfico 1 podemos verificar a predominância da família 
Enterobacteriaceae, tal como esperado, tendo em consideração a origem das amostras, 
bem como, a metodologia concebida. Merecendo especial destaque as principais 
representantes desta família, E. coli com 12 isolados – sendo 5 isolados produtores de 
ESBLs – e K. pneumoniae com 3 isolados – em que 3 isolados são produtores de ESBLs.    
 No entanto, tal como referido anteriormente, também foi dada a devida atenção às 
bactérias Gram-negativas não fermentadoras da lactose, como é o caso da 
Stenotrophomonas maltophilia (10 isolados). Recentemente, este bacilo aeróbio Gram-
negativo emergiu como um importante agente patogénico oportunista multirresistente. A 
crescente incidência de infeções nosocomiais e adquiridas na comunidade, provocadas 
por Stenotrophomonas maltophilia, está a suscitar uma elevada preocupação, 
especialmente em pacientes imunodeprimidos, devido às elevadas taxas de mortalidade 
associadas a este agente 173. A sua presença em lamas de ETAR, com um perfil relevante 
de resistência aos agentes antimicrobianos, poderá indicar a disseminação deste agente 
patogénico oportunista multirresistente na população portuguesa.  
27
12
3
2
10
1
Grupo KESC(Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia marcescens e Citrobacter spp.)
E. coli
K. pneumoniae
Pseudomonas spp.
Stenotrophomonas maltophilia
Enterobacter cloacae
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4. Determinação do genótipo de resistência aos antibióticos em 
isolados de lamas residuais 
Nos 8 isolados de lamas residuais que apresentaram produção de ESBL, no teste de 
suscetibilidade aos antibióticos β-lactâmicos e na adição de ácido clavulânico ao disco de 
oximino-β-lactâmico com maior redução de suscetibilidade, foi realizada a determinação 
dos genes produtores de β-lactamases. Esta determinação, por PCR, incidiu nos genes 
das principais famílias das ESBLs, da classe A, blaTEM, blaSHV, blaCTX-M, segundo Ambler. A 
pesquisa dos genes bla permitiu detetar blaCTX-M grupo 1 nos 8 isolados (Figura 31).  
 
Figura 31 - Visualização dos produtos de amplificação, resultantes da PCR multiplex para pesquisa dos genes blaCTX-
M, em gel de agarose 
Legenda: 1 – Marcador de peso molecular (pares de base), 2 – Controlo negativo, 3 – Controlo positivo blactx-m grupo 1, 4 – 
Controlo positivo blactx-m grupo 25, 5 - Controlo positivo blactx-m grupo 2, 6 – Isolado 8CTXC, 7 – Isolado 9CTXD, 8 – Isolado 13CTXA, 
9 – Isolado 14CTXA, 10 – Isolado 16CTXA, 11 – Isolado 16CTXB, 12 – Isolado 18CTXA, 13 – Isolado 18CTXC.  
Através da Figura 31, podemos verificar que a pesquisa dos genes blaCTX-M permitiu 
detetar blaCTX-M grupo 1 nos 8 isolados. A presença de bactérias E. coli e K. pneumoniae, que 
transportam o gene CTX-M, tem sido frequentemente demonstrado em lamas de ETAR 
172,174,175. Vários estudos, também, apontam para a presença simultânea do gene CTX-M e 
do gene TEM, que podem ser responsáveis pelos fenótipos com elevado nível de 
resistência 174,176. No entanto, esta particularidade não ficou demonstrada neste estudo, 
pois a pesquisa dos genes blaTEM, blaSHV e blaOXA foi negativa nos 8 isolados.  
A pesquisa dos genes blaIMP, blaVIM, blaOXA-48, blaNDM e blaKPC, nos 22 isolados que 
apresentaram redução da suscetibilidade aos carbapenemos testados (ertapenemo e 
imipenemo) no teste de suscetibilidade aos antibióticos β-lactâmicos pelo método de 
difusão em agar (Tabela 6), foi negativa. A pesquisa de carbapenemases neste estudo foi 
importante, pois vários estudos detetaram a presença de carbapenemases no meio 
ambiente 177–179, como por exemplo, em águas residuais (“matéria-prima” das lamas de 
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ETAR)180. Além disso, um estudo nacional descreveu em Portugal a primeira E. coli 
portadora do gene blaKPC-2, em amostras de água do rio de Santo Tirso 177. Como a ETAR 
da Rabada recebe as águas residuais de Santo Tirso, era interessante cruzar esta 
informação, e verificar se esta ou outras carbapenemases estão presentes nas águas 
residuais e nas lamas desta ETAR. No entanto, neste estudo não foi confirmada a presença 
de carbapenemases nem nas lamas da Rabada, nem nas restantes ETARs analisadas. 
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Tabela 6 - Caracterização do fenótipo de resistência aos antibióticos β-lactâmicos dos isolados submetidos à pesquisa de carbapenemases 
Isolado Origem 
 
Suscetibilidade aos antibióticos β-lactâmicos 
(halo em mm) * 
 
Identificação** 
AML    
10 µg  
AUG 
30 µg 
CTX      
30 µg 
CAZ         
30 µg 
FEP          
30 µg 
ATM          
30 µg 
FOX            
30 µg 
IMI         
10 µg 
ETP         
10 µg 
8MEROA ETAR de Sobreiras 6 6 >30 20 28 20 6 12 6 KESC 
8MEROB ETAR de Sobreiras 6 6 23 18 >30 >30 6 17 8 KESC 
8MEROC ETAR de Sobreiras 6 6 25 14 30 >30 6 14 8 KESC 
8MEROD ETAR de Sobreiras 6 6 24 16 >30 >30 6 18 14 KESC 
8MEROE ETAR de Sobreiras 6 6 30 23 >30 29 6 21 6 KESC 
8MEROF ETAR de Sobreiras 6 9 30 13 >30 29 6 15 6 KESC 
8MEROG ETAR de Sobreiras 6 6 28 22 >30 >30 6 21 21 KESC 
8MEROH ETAR de Sobreiras 6 6 24 17 >30 >30 6 13 8 KESC 
9MEROA ETAR da Madalena 6 6 27 23 28 22 13 13 6 KESC 
9MEROC ETAR da Madalena 
6 6 26 22 28 >30 24 15 6 Stenotrophomonas 
maltophilia 
9MEROD ETAR da Madalena 6 6 18 21 23 30 8 14 6 E. coli 
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9MEROF ETAR da Madalena 6 6 22 12 27 26 6 18 6 KESC 
13MEROA ETAR de Serzedelo 6 6 23 11 >30 28 6 18 9 KESC 
13MEROB ETAR de Serzedelo 6 6 23 11 >30 28 6 18 9 KESC 
13MEROC ETAR de Serzedelo 6 6 8 11 28 14 6 10 6 KESC 
13MEROD ETAR de Serzedelo 6 6 8 11 >30 14 6 10 6 KESC 
15MEROA ETAR de Agra 6 6 12 14 28 23 6 19 17 E. coli 
15MEROB ETAR de Agra 
6 6 6 15 11 6 6 6 6 Pseudomonas 
spp. 
16MEROB ETAR da Rabada 
6 6 6 6 13 6 6 6 6 Stenotrophomonas 
maltophilia*** 
17MEROA 
ETAR Ponte da 
Ribeira 
17 10 17 22 26 17 10 20 19 Stenotrophomonas 
maltophilia 
18MEROA ETAR de Febros 
14 6 12 16 18 12 11 19 14 Stenotrophomonas 
maltophilia*** 
18MEROB ETAR de Febros 
14 6 12 21 25 15 6 21 15 Stenotrophomonas 
maltophilia 
Legenda: * antibióticos β-lactâmicos: AUG - amoxicilina com ácido clavulânico, AML - ampicilina, CTX - cefotaxima, CAZ - ceftazidima, FEP - cefepime, ATM - aztreonamo, FOX - cefoxitina, IMP - 
imipenemo, ETP – ertapenemo. ** identificação presuntiva por CHROmagar™ Orientation – KESC (Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia marcescens e Citrobacter spp.). *** identificação 
confirmada com ID32 GN. Avaliação qualitativa da resistência aos antibióticos β-lactâmicos segundo diretrizes do CLSI (2014): Isolado resistente; Isolado com sensibilidade intermédia; Isolado 
sensível.    
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Os antibióticos são, provavelmente, a família mais bem-sucedida de fármacos no que 
concerne à melhoria da saúde humana. Contudo, nos últimos anos tem-se assistido a um 
grave aumento das taxas de resistência bacteriana. 
A presença de bactérias resistentes aos antibióticos na comunidade e em ambiente 
hospitalar, bem como, os seus efeitos ecotóxicos continuam a ser uma problemática muito 
atual. Ao longo da última década, a prevalência de Enterobacteriaceae produtoras de ESBL 
tem atraído a atenção das autoridades de saúde, uma vez que a sua presença não é 
exclusiva em pacientes, podendo ser encontradas em indivíduos saudáveis, animais e 
ambiente (como nas lamas de ETAR) 175. 
A partir das lamas de ETARs analisadas (ETAR de Agra, ETAR de Serzedelo, ETAR 
de Lordelo, ETAR da Rabada, ETAR de Sobreiras, ETAR do Freixo, ETAR da Madalena, 
ETAR de Febros e ETAR da Ponte da Ribeira) obtivemos conhecimento acerca da 
presença de bactérias resistentes aos antibióticos. Verificou-se que a presença deste tipo 
de bactérias não é exclusiva das zonas urbanas, em que à partida o elevado número de 
hospitais presentes nestas zonas poderá apresentar um contributo superior na 
disseminação deste tipo de bactérias quando comparado com zonas rurais, que 
apresentam um menor número de hospitais. Porém, a realidade é ligeiramente diferente, 
pois de acordo com as localizações das UCCIs, estas instalações também poderão 
apresentar um papel importante na disseminação de bactérias resistentes aos antibióticos, 
com maior impacto nas ETARs das zonas rurais. 
No presente estudo ficou demonstrada a presença de Enterobacteriaceae produtoras 
de ESBLs nas lamas de ETAR. Dos 55 isolados selecionados, 8 isolados apresentaram 
fenótipo de ESBL, sendo 5 isolados E.coli e 3 isolados K. pneumoniae. Portanto, as lamas 
de ETAR podem ser um importante reservatório de bactérias resistentes aos antibióticos, 
principalmente as lamas de ETAR desidratadas. No entanto, apesar de ser um dado 
preocupante a presença de Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs nas lamas 
desidratadas fornecidas pelas ETARs, por regra estas devem ser submetidas a um 
processo de estabilização que fica à responsabilidade do comprador, antes de serem 
aplicadas nos solos agrícolas. Desta forma, previne-se a disseminação deste tipo de 
bactérias. Em Portugal, existe pouco conhecimento acerca da realidade dos compradores 
das lamas de ETAR. Assim, não se sabe quais são os critérios que cumprem e em que 
medida contribuem para a disseminação de bactérias resistentes aos antibióticos. 
Ao contrário da desidratação das lamas, a estabilização de lamas com cal mostrou-se 
uma alternativa eficaz, no entanto, apresenta algumas limitações. Nomeadamente, a 
manutenção do pH para valores superiores a 11 (valores de pH inferiores origina uma 
ambiente favorável para a reativação ou crescimento de agentes patogénicos), não há 
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redução da quantidade de biossólidos (quando comparados a métodos de estabilização 
biológicos) chegando mesmo a aumentar a quantidade com a adição da cal, que 
consequentemente aumenta os custos de transporte 181.    
 Em suma, em Portugal, não existem muitos estudos relativamente a esta problemática, 
portanto este estudo demonstra que as lamas de ETAR poderão funcionar como 
reservatório de bactérias resistentes aos antibióticos e de genes de resistência 
apresentando relevância na disseminação no meio ambiente, com impacto desconhecido 
em termos de saúde pública. 
 79 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PERSPETIVAS FUTURAS 
 
 
  
 
Perspetivas Futuras 
 
80 
 
No sentido de aprofundar o conhecimento e importância deste estudo, no âmbito da 
presença de Enterobacteriaceae produtoras de β-lactamases de espectro alargado em 
lamas de ETAR, seria importante realizar a: 
 Caracterização molecular para confirmação da hipótese de CTX-M-15 como mais 
provável representante das β-lactamases CTX-M grupo 1;  
  Estudo da permeabilidade da membrana externa e outros mecanismos de 
resistência que conferem resistência a outras famílias de antibióticos, através de 
técnicas de biologia molecular; 
  Recolher um maior número de amostras para ser um estudo mais abrangente; 
 Relação de clonalidade entre os isolados presentes num hospital e nas lamas da 
ETAR que serve esse hospital (por exemplo, através da técnica de Pulsed Field Gel 
Electrophoresis (PFGE)).   
 Fazer um estudo no solo que recebe as lamas para compreender qual o período de 
tempo em que as bactérias permanecem viáveis e verificar se há contaminação dos 
aquíferos das proximidades. 
 Conhecer a realidade dos compradores de lamas de ETAR. Quais as precauções 
e controlos que a legislação impõe ao produto. 
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Anexo 1 - Resultados do teste de suscetibilidade aos antibióticos, pelo método de difusão em agar, bem como, resultados do teste de adição de ácido clavulânico aos oximino-β-
lactâmicos 
 Isolado Origem 
 
Suscetibilidade aos antibióticos β-lactâmicos 
(halo em mm) * 
 
Identificação 
AML    
10 µg  
AUG 
30 µg 
CTX      
30 µg 
CAZ         
30 µg 
FEP          
30 µg 
ATM          
30 µg 
FOX            
30 µg 
IMI         
10 µg 
ETP         
10 µg 
CLSI 
3CTXA ETAR do Freixo 
6 6 15 11 28 (lsy) 23 6 27 22 
KESC*** 
EUCAST 6 6 15 11 28 (lsy) 23 6 27 22 
CLSI 
3CTXB ETAR do Freixo 
6 6 15 12 28 (lsy) 28 6 26 23 
KESC*** 
EUCAST 6 6 15 12 28  (lsy) 28 6 26 23 
CLSI 
3CTXC ETAR do Freixo 
6 6 23 21 26 29 7 30 30 
KESC 
EUCAST 6 6 23 21 26 29 7 30 30 
CLSI 
3CTXD ETAR do Freixo 
6 10 15 6 26 7 6 28 11 
KESC 
EUCAST 6 10 15 6 26 7 6 28 11 
CLSI 
8CTXA 
ETAR de 
Sobreiras 
6 6 16 14 >30 24 10 28 28 
E. coli 
EUCAST 6 6 16 14 >30 24 10 28 28 
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CLSI 
8CTXB 
ETAR de 
Sobreiras 
6 6 13 14 >30 17 6 24 18 
Enterobacter 
cloace 
EUCAST 6 6 13 14 >30 17 6 24 18 
CLSI 
8CTXC 
ETAR de 
Sobreiras 
6 15 7 (sy) 12 (sy) 18 (sy) 11 22 >30 28 
K. penumoniae 
EUCAST 6 15 7 (sy) 12 (sy) 18 (sy) 11 22 >30 28 
CLSI 
8MEROA 
ETAR de 
Sobreiras 
6 6 >30 20 28 20 6 12 6 
KESC 
EUCAST 6 6 >30 20 28 20 6 12 6 
CLSI 
8MEROB 
ETAR de 
Sobreiras 
6 6 23 18 >30 >30 6 17 8 
KESC 
EUCAST 6 6 23 18 >30 >30 6 17 8 
CLSI 
8MEROC 
ETAR de 
Sobreiras 
6 6 25 14 30 >30 6 14 8 
KESC 
EUCAST 6 6 25 14 30 >30 6 14 8 
CLSI 
8MEROD 
ETAR de 
Sobreiras 
6 6 24 16 >30 >30 6 18 14 
KESC 
EUCAST 6 6 24 16 >30 >30 6 18 14 
CLSI 
8MEROE 
ETAR de 
Sobreiras 
6 6 30 23 >30 29 6 21 6 
KESC 
EUCAST 6 6 30 23 >30 29 6 21 6 
CLSI 
8MEROF 
ETAR de 
Sobreiras 
6 9 30 13 >30 29 6 15 6 
KESC 
EUCAST 6 9 30 13 >30 29 6 15 6 
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CLSI 
8MEROG 
ETAR de 
Sobreiras 
6 6 28 22 >30 >30 6 21 21 
KESC 
EUCAST 6 6 28 22 >30 >30 6 21 21 
CLSI 
8MEROH 
ETAR de 
Sobreiras 
6 6 24 17 >30 >30 6 13 8 
KESC 
EUCAST 6 6 24 17 >30 >30 6 13 8 
CLSI 
8MEROI 
ETAR de 
Sobreiras 
6 6 6 6 11 6 11 24 30 
KESC 
EUCAST 6 6 6 6 11 6 11 24 30 
CLSI 
9CTXA 
ETAR da 
Madalena 
6 20 19 (sy) 14 24 8 28 26 30 
KESC*** 
EUCAST 6 20 19 (sy) 14 24 8 28 26 30 
CLSI 
9CTXB 
ETAR da 
Madalena 
6 18 19 >30 26 >30 6 >30 29 
Stenotrophomonas 
maltophilia 
EUCAST 6 18 19 >30 26 >30 6 >30 29 
CLSI 
9CTXC 
ETAR da 
Madalena 
6 22 12 14 17 10 28 30 30 
KESC 
EUCAST 6 22 12 14 17 10 28 30 30 
CLSI 
9CTXD 
ETAR da 
Madalena 
6 16 14 (sy) 20 20 16 (sy) 25 30 30 
E. coli** 
EUCAST 6 16 14 (sy) 20 20 16 (sy) 25 30 30 
CLSI 
9MEROA 
ETAR da 
Madalena 
6 6 27 23 28 22 13 13 6 
KESC 
EUCAST 6 6 27 23 28 22 13 13 6 
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CLSI 
9MEROB 
ETAR da 
Madalena 
6 6 6 6 20 12 6 25 16 
KESC 
EUCAST 6 6 6 6 20 12 6 25 16 
CLSI 
9MEROC 
ETAR da 
Madalena 
6 6 26 22 28 >30 24 15 6 
Stenotrophomonas 
maltophilia 
EUCAST 6 6 26 22 28 >30 24 15 6 
CLSI 
9MEROD 
ETAR da 
Madalena 
6 6 18 21 23 30 8 14 6 
E. coli 
EUCAST 6 6 18 21 23 30 8 14 6 
CLSI 
9MEROE 
ETAR da 
Madalena 
6 28 30 30 >30 >30 12 26 6 
KESC 
EUCAST 6 28 30 30 >30 >30 12 26 6 
CLSI 
9MEROF 
ETAR da 
Madalena 
6 6 22 12 27 26 6 18 6 
KESC 
EUCAST 6 6 22 12 27 26 6 18 6 
CLSI 
13CTXA 
ETAR de 
Serzedelo 
6 18 9 (sy) 18 21 15 26 28 28 
E. coli** 
EUCAST 6 18 9 (sy) 18  21 15 26 28 28 
CLSI 
13MEROA 
ETAR de 
Serzedelo 
6 6 23 11 >30 28 6 18 9 
KESC 
EUCAST 6 6 23 11 >30 28 6 18 9 
CLSI 
13MEROB 
ETAR de 
Serzedelo 
6 6 23 11 >30 28 6 18 9 
KESC 
EUCAST 6 6 23 11 >30 28 6 18 9 
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CLSI 
13MEROC 
ETAR de 
Serzedelo 
6 6 8 11 28 14 6 10 6 
KESC 
EUCAST 6 6 8 11 28 14 6 10 6 
CLSI 
13MEROD 
ETAR de 
Serzedelo 
6 6 8 11 >30 14 6 10 6 
KESC 
EUCAST 6 6 8 11 >30 14 6 10 6 
CLSI 
14CTXA ETAR de Lordelo 
6 11 6 (sy) 11 (sy) 18 (sy) 9 (sy) 28 26 >30 
K. pneumoniae 
EUCAST 6 11 6 (sy) 11 (sy) 18 (sy) 9 (sy) 28 26 >30 
CLSI 
14CTXB ETAR de Lordelo 
6 6 19 17 >30 27 9 28 27 
KESC 
EUCAST 6 6 19 17 >30 27 9 28 27 
CLSI 
14MEROA ETAR de Lordelo 
6 9 9 >30 >30 22 6 >30 6 
Pseudomonas 
spp. 
EUCAST 6 9 9 >30 >30 22 6 >30 6 
CLSI 
15CTXA ETAR de Agra 
6 15 14 24 (sy) 25 18 12 30 20 
E. coli*** 
EUCAST 6 15 14 24 (sy) 25 18 12 30 20 
CLSI 
15CTXB ETAR de Agra 
6 6 17 15 >30 18 6 25 25 
E. coli 
EUCAST 6 6 17 15 >30 18 6 25 25 
CLSI 
15MEROA ETAR de Agra 
6 6 12 14 28 23 6 19 17 
E. coli 
EUCAST 6 6 12 14 28 23 6 19 17 
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CLSI 
15MEROB ETAR de Agra 
6 6 6 15 11 6 6 6 6 
Pseudomonas 
spp. 
EUCAST 6 6 6 15 11 6 6 6 6 
CLSI 
16CTXA ETAR da Rabada 
6 16 14 (sy) 22 >30 20 28 >30 30 
K. pneumoniae** 
EUCAST 6 16 14 (sy) 22 >30 20 28 >30 30 
CLSI 
16CTXB ETAR da Rabada 
6 20 19 (sy) 28 >30 28 >30 >30 >30 
E. coli** 
EUCAST 6 20 19 (sy) 28 >30 28 >30 >30 >30 
CLSI 
16MEROA ETAR da Rabada 
8 20 15 30 30 30 14 30 30 
Stenotrophomonas 
maltophilia 
EUCAST 8 20 15 30 30 30 14 30 30 
CLSI 
16MEROB ETAR da Rabada 
6 6 6 6 13 6 6 6 6 
Stenotrophomonas 
maltophilia 
EUCAST 6 6 6 6 13 6 6 6 6 
CLSI 
17CTXA 
ETAR Ponte da 
Ribeira 
14 6 13 20 22 15 6 24 17 
Stenotrophomonas 
maltophilia 
EUCAST 14 6 13 20 22 15 6 24 17 
CLSI 
17CTXB 
ETAR Ponte da 
Ribeira 
6 6 16 14 30 20 10 21 22 
Stenotrophomonas 
maltophilia 
EUCAST 6 6 16 14 30 20 10 21 22 
CLSI 
17CTXC 
ETAR Ponte da 
Ribeira 
6 6 13 11 30 17 6 23 27 
KESC 
EUCAST 6 6 13 11 30 17 6 23 27 
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CLSI 
17MEROA 
ETAR Ponte da 
Ribeira 
17 10 17 22 26 17 10 20 19 
Stenotrophomonas 
maltophilia 
EUCAST 17 10 17 22 26 17 10 20 19 
CLSI 
17MEROB 
ETAR Ponte da 
Ribeira 
14 6 15 23 21 16 10 28 18 
Stenotrophomonas 
maltophilia 
EUCAST 14 6 15 23 21 16 10 28 18 
CLSI 
17MEROC 
ETAR Ponte da 
Ribeira 
11 6 12 20 20 16 6 23 14 
KESC 
EUCAST 11 6 12 20 20 16 6 23 14 
CLSI 
17MEROD 
ETAR Ponte da 
Ribeira 
22 6 16 23 27 17 10 24 16 
KESC 
EUCAST 22 6 16 23 27 17 10 24 16 
CLSI 
18CTXA ETAR de Febros 
6 6 6 (sy) 20 23 15 25 30 26 
E. coli** 
EUCAST 6 6 6 (sy) 20 23 15 25 30 26 
CLSI 
18CTXB ETAR de Febros 
6 6 6 19 20 17 26 26 28 
E. coli 
EUCAST 6 6 6 19 20 17 26 26 28 
CLSI 
18CTXC ETAR de Febros 
6 6 22 (sy) 25 28 24 30 35 30 
E. coli** 
EUCAST 6 6 22 (sy) 25 28 24 30 35 30 
CLSI 
18CTXD ETAR de Febros 
6 6 15 20 20 19 24 28 26 
E. coli 
EUCAST 6 6 15 20 20 19 24 28 26 
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CLSI 
18MEROA ETAR de Febros 
14 
6 12 16 18 12 11 19 14 
Stenotrophomonas 
maltophilia EUCAST 14 6 12 16 18 12 11 19 14 
CLSI 
18MEROB ETAR de Febros 
14 6 12 21 25 15 6 21 15 
Stenotrophomonas 
maltophilia EUCAST 14 6 12 21 25 15 6 21 15 
Legenda: * antibióticos β-lactâmicos: AUG - amoxicilina com ácido clavulânico, AML - ampicilina, CTX - cefotaxima, CAZ - ceftazidima, FEP - cefepime, ATM - aztreonamo, FOX - cefoxitina, IMP - 
imipenemo, ETP – ertapenemo. sy – sinergismo entre o oximino-β-lactâmico e amoxicilina com ácido clavulânico. lsy – baixo sinergismo entre o oximino-β-lactâmico e amoxicilina com ácido clavulânico. 
** halo superior a 5 mm no teste de adição do ácido clavulânico. *** halo inferior a 5 mm no teste de adição do ácido clavulânico. Avaliação qualitativa da resistência aos antibióticos β-lactâmicos 
segundo diretrizes do CLSI e EUCAST (2014): Isolado resistente; Isolado com sensibilidade intermédia; Isolado sensível. 
